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I
ZUSAMMENFASSUNG
Anorexia nervosa (AN) ist eine Krankheit, die durch eine gestörte Körperwahrnehmung,
krankhafte Angst vor dem Dickwerden, die Weigerung, ein weitgehend normales
Körpergewicht aufrechtzuerhalten, und - bei Frauen - Amenorrhö gekennzeichnet ist.
Begleitet wird die ausgeprägte Gewichtsreduktion durch zahlreiche neuroendokrine und
metabolische Veränderungen. Etwa 95% der Betroffenen mit dieser Störung sind
weiblichen Geschlechts. Die AN beginnt meist in der Adoleszenz, gelegentlich früher
und in seltenen Fällen erst im Erwachsenenalter. Es wurden Mortalitätsraten zwischen
10 und 20% berichtet. Die Lebenszeitprävalenz beträgt bei Frauen ca. 0,5-1%.
Die Ätiologie der AN ist unbekannt, doch scheinen soziale Faktoren eine Rolle zu
spielen. Die Menschen in Zivilisationen sind von dem Wunsch durchdrungen, dünn zu
sein, und Korpulenz wird als unattraktiv, ungesund und nicht erstrebenswert betrachtet.
Etwa 80 bis 90% der Kinder in der Vorpubertät sind sich dieser Einstellung bewusst,
und über 50% der Mädchen in der Vorpubertät machen eine Diät oder ergreifen
Maßnahmen zur Gewichtskontrolle. Da jedoch nur ein geringer Prozentsatz eine
Anorexia nervosa entwickelt, müssen noch andere Faktoren eine Rolle spielen.
Zwillings-, Adoptions- und Familienstudien gaben erste Hinweise dafür, dass neben
Umwelteinflüssen genetische Faktoren eine entscheidende Rolle in der
Gewichtsregulation spielen. Die Regulation des Körpergewichtes ist ein komplexer
Vorgang, der durch viele verschiedene periphere und zentrale Prozesse gesteuert wird.
Zunehmende Erkenntnisse über die physiologischen Abläufe der Steuerung und
Entwicklung des Körpergewichtes können Einblicke in die Pathologie der
Gewichtsregulation eröffnen. Gegenstand dieser Arbeit ist es, den komplexen Phänotyp
der Anorexia nervosa aus dem Blickwinkel einer gestörten Gewichtsregulation zu
betrachten.
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Die Modellvorstellung zur Gewichtsregulation haben sich gerade in jüngster
Vergangenheit durch die Klonierung relevanter Gene fortentwickelt. Aus verschiedenen
Tiermodellen monogen bedingter Adipositasformen ergaben sich Kandidatengene für
die Gewichtsregulation des Menschen. Die Identifizierung und Klonierung des obese-
Gens (Leptingen), eines dieser Kandidatengene, seines Produktes Leptin sowie dessen
Rezeptoren erbrachten neue Erkenntnisse über die Gewichtsregulation.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Promoterbereich des Leptingens untersucht, der für
die Regulation der Genexpression zuständig ist, da Allelvariationen im Promoter zu
einer unterschiedlichen Transkriptionsrate führen könnten. Das zur Verfügung stehende
Kollektiv setzte sich aus an Anorexia nervosa leidenden Patientinnen und
untergewichtigen Kontrollprobanden zusammen. Bei diesen Probanden wurden zw i
Polymorphismen im Promoter des Leptingens untersucht: Der erste Polymorphismus
wurde erstmals 1998 von Mammés et al. beschrieben und liegt an Position –2549 zum
Leptingen. Ihm liegt ein Basenaustausch von C ® A zugrunde. Dieser Basenaustausch
liegt in der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Hin 6.1., welches somit zwar
das Wildtypallel, nicht aber das mutierte Allel schneidet. Der Polymorphismus der
Position –2549 wurde daher mittels DNA-Digestion untersucht. Der zweite
Polymorphismus im Promoter des Leptingens wurde von der Klinischen
Forschergruppe identifiziert und liegt an Position –1387 [Hinney et al., 1998]. Da der
zugrundeliegende Basenaustausch (G ® A) nicht in einer Erkennungssequenz eines
Restriktionsenzyms liegt, kam hier eine andere Methode zur Anwendung: die
Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA). Um eine mögliche Assoziation der
Polymorphismen zum Phänotyp der Anorexia nervosa  feststellen zu können, wurden
die Allelverteilungen der Patientinnen mit AN mit der der Probanden verglichen (Fall-
Kontrollstudie). Da Stratifikationsprobleme hierbei nicht auszuschließen sind, wurde für
beide Polymorphismen zusätzlich ein „Transmission disequilibrium test“ (TDT)
durchgeführt. Der Vergleich der Allelverteilungen bei Patientinnen mit Anorexia
nervosa und untergewichtigen Probanden zeigte für beide Polymorphismen keine
signifikanten Unterschiede. Ebenso ergab der TDT in beiden Fällen kein
Transmissionsungleichgewicht, so dass in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation
von Allelen zweier Polymorphismen im Promoterbereich des Leptingens zum Phänotyp
der Anorexia nervosa gefunden werden konnte.
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Die hier untersuchten Polymorphismen des Leptin-Promoters kommen somit nicht als
ursächlicher Faktor für die Entwicklung einer Anorexia nervosa in Frage.
Durch die Forschungen der letzten Jahre konnten viele Einblicke in die genetischen
Grundlagen gewonnen werden, denen die Gewichtsregulation unterliegt. Die
Komplexität des Regelkreises der Gewichtsregulation macht ein multifaktorielles
polygenes Zusammenspiel wahrscheinlich, aus dem der Phänotyp des individuellen
Körpergewichts resultiert. Die Ursache für Abweichungen vom Normalgewicht wie z.
B. bei der Anorexia nervosa kann daher in Umweltfaktoren, verschiedenen
Genveränderungen oder aber in der Kombination aus beiden liegen.
In der vorgelegten Arbeit wurde der Bogen von klinischen Aspekten bis zur
Molekulargenetik gespannt. Die Verknüpfung von klinischen Fragestellungen mit
biochemischen und molekulargenetischen Untersuchungsansätzen ist eine wichtige
Voraussetzung für die weitere Forschung zum Verständnis von Essstörungen. So ist es
zu wünschen, dass auch weiterhin molekulargenetische Studien durch ihre Ergebnisse
das Verständnis für die Krankheitsgruppe der Essstörungen erweitern. So könnten in
Zukunft neue klinische Therapiekonzepte entwickelt werden.
                                                                                                                   
IV
INHALTSVERZEICHNIS
ZUSAMMENFASSUNG...............................................................................................I
INHALTSVERZEICHNIS.........................................................................................IV
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS.............................................................................VIII
EINLEITUNG .............................................................................................................1
1. Anorexia nervosa..............................................................................................1
1.1. Definition..........................................................................................................1
1.2. Diagnostik und Klinik.......................................................................................1
1.3. Gewichtsaspekte der Anorexia nervosa.............................................................2
1.4. Epidemiologie...................................................................................................3
2. Molekulargenetische Befunde der Anorexia nervosa.........................................4
2.1. Zwillings- und Familienstudien.........................................................................4
3. Regulation des Körpergewichtes.......................................................................6
3.1. Mausmodelle.....................................................................................................7
3.2. Zentrale Mechanismen der Gewichtsregulation.................................................7
3.2.1.Leptin................................................................................................................8
3.2.2.Dopamin...........................................................................................................9
3.2.3.Neuropeptid Y...................................................................................................9
3.2.4."Cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)"..............................10
3.2.5.Das Serotonerge System..................................................................................11
3.2.6.Corticotropin Releasing Faktor und der CRF-Rezeptor....................................12
                                                                                        Inhaltsverzeichnis
V
3.2.7.Das Pro-opiomelanocortin-System..................................................................12
3.2.8.Carboxypeptidase E Gen.................................................................................13
3.2.9.Melanin-concentrating Hormon.......................................................................14
3.2.10.Agouti related Protein.....................................................................................14
3.2.11."Ciliary neurotrophic factor" Rezeptor............................................................15
3.3. Periphere Mechanismen der Gewichtsregulation.............................................15
3.3.1.Pankreas..........................................................................................................16
3.3.2.Gastrointestinaltrakt........................................................................................17
3.3.3.Nebennieren....................................................................................................18
3.3.4.Gonaden-Sexualhormone................................................................................19
3.3.5.Schilddrüse.....................................................................................................20
3.3.6."Uncoupling protein"......................................................................................21
3.4. Kandidatengene...............................................................................................22
4. Identifizierung und Charakterisierung des obese-Kandidatengens (Leptingen).24
4.1. Das obese Gen-Produkt: Leptin.......................................................................25
4.2. Der Leptinrezeptor..........................................................................................26
4.3. Untersuchungen auf Kopplung und Assoziation von Anorexia nervosa zum
Leptingen........................................................................................................27
4.4. Leptin und Anorexia nervosa/ Stand der Forschung.........................................29
4.5. Ziel der Arbeit.................................................................................................33
MATERIAL UND METHODEN .............................................................................35
1. Rekrutierung...................................................................................................35
                                                                                        Inhaltsverzeichnis
VI
2. Chemikalien....................................................................................................36
2.1. Puffer und Lösungen.......................................................................................37
2.1.1.Puffer..............................................................................................................37
2.1.2.Sonstige Lösungen..........................................................................................39
2.2 Enzyme...........................................................................................................41
2.3 Primer.............................................................................................................41
3. Geräte.............................................................................................................42
4. Methoden........................................................................................................43
4.1. DNA-Extraktion..............................................................................................43
4.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)................................................................44
4.3. Agarose-Gelelektrophorese.............................................................................51
4.4. Allgemeines Verfahren der Digestion..............................................................53
4.5. Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA).................................................54
5. Statistische Auswertungen...............................................................................57
6. Ethikantrag......................................................................................................59
ERGEBNISSE...........................................................................................................60
1. Untersuchung des Polymorphismus der Po ition -2549
mittels DNA-Digestion....................................................................................60
1.1. PCR-Optimierung...........................................................................................60
1.2. DNA-Digestion...............................................................................................60
1.3. Genotyp- und Allelfrequenzen.........................................................................61
1.4. Transmission disequilibrium test.....................................................................62
                                                                                        Inhaltsverzeichnis
VII
2. Untersuchung des Polymorphismus der Position -1387 mittels SSCA..............63
2.1. PCR-Optimierung...........................................................................................63
2.2. SSCA-Optimierung.........................................................................................63
2.3. Genotyp- und Allelfrequenzen.........................................................................64
2.4. Transmission disequilibrim test.......................................................................65
DISKUSSION ...........................................................................................................66
1. Zusammfassende Darstellung der bisherigen Erkenntnisse..............................66
2. Darstellung der untersuchten Genabschnitte....................................................68
3. Ergebnissdiskussion........................................................................................70
4. Methodendiskussion........................................................................................72
4.1. PCR................................................................................................................72
4.2. DNA-Digestion...............................................................................................72
4.3. SSCA..............................................................................................................73
5. Statistische Auswertung..................................................................................74
6. Anorexia nervosa ein genetisch determiniertes Gewichtsextrem?....................75
LITERATURVERZEICHNIS.....................................................................................77
LEBENSLAUF...........................................................................................................90
VERZEICHNISS DER AKADEMISCHEN LEHRER...............................................91
DANKSAGUNGEN...................................................................................................92
EHRENWÖRTLICHE ERKLÄRUNG.......................................................................93
                                                                                                                   
VIII
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS
A Adenin
ACTH Adrenokorticotropes Hormon
Ag Argentum (Silber)
Ala Alanin
AN Anorexia Nervosa
ATP Adenosintriphosphat
APS Ammoniumperoxodisulfat
Aqua dest: Destilliertes Wasser
Arg Arginin
AS Aminosaüren
Asn Asparagin
BMI Body-Mass-Index
bp Basenpaare
BSA Bovines-Serum-Albumin
Bzw. beziehungsweise
C Cytosin
C/EBP CAT-enhancer-binding protein
cAMP cyclisches Adenosin-Mono-Phosphat
CCK Cholecystokinin
cDNA copy Desoxyribonucleid-Acid
Cl Chlorid
CLIP Corticotropin like intermediate lobe peptide
Cm Zentimeter
CNTF ciliary neurotrophic factor
CPE Carboxypeptidase
CRE cAMP response element
CRF Corticotropes-Releasing-Faktor
CSGE Conformation sensitive gel electrophoresis
CTP Cytidin-tri-phosphat
d Tag
db Diabetis
ddNTP Didesoxynucleotid
DTT Dithiothreitol
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribo-Nucleid-Acid
E Extinction
EDTA Ethylene diamin tetraacetic acid
et al. und Mitarbeiter
F forward-primer
FSH Follikelstimulierendes Hormon
g Gramm
G Guanin
Glu Glutaminsäure
Gln Glutamin
Gluc Glukose
H2O Wasser
HCl Salzsäure
                                                                                   Abkürzungsverzeichnis
IX
HVL Hypophysenvorderlappen
K Kalium
Kg Kilogramm
kp Kilobasen
5-HT 5- Hydroxytryptamin/ Serotonin
ICD 10 International Classification of Diseases Auflage 10
l Liter
Leu Leucin
LH Luteinisierendes Hormon
LPH Lipotropes-Hormon
LPL Lipo-Protein-Lipase
Lys Lysin
m milli
M molare Lösung
m2 Quadratmeter
Mb Megabasen
MC Melano-Cortin
MC4R Melanocortin-4-Rezeptor
MCH Melanin-concentrating hormon
Met Methionin
Mg Magnesium
MgCl2 Magnesiumchlorid
Mol 6,023 x 1023 Teilchen
Mrd. Milliarden
m-RNA messenger-Ribo-Nucleid-Acid
MSH Melanozyten-stimulierendes-Hormon
NCHS National Center for Health Statistics
NHANES The National Health and Nutrition Examination Survey
nm Nanometer
NPY Neuropeptid Y
Nr. Nummer
n.s. nicht signifikant
n.t. nicht typisiert
NVS Nationale-Verzehr-Studie
ob obese
Ob-R obese-Rezptor
p pico
PCR Polymerase-Chain-Reaction
PC-1 POMC-Carboxypeptidase 1
PEG Polyethyleneglycol
ph negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration
Phe Phanylalanin
POMC Pro-opiomelanocortin
Pro Prolin
QTL Quantitative Trait Locus
R reverse-primer
RCLP red cell lysis buffer
RFLP Restriktions-Fragmentlängen-Polymorphismus
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
                                                                                   Abkürzungsverzeichnis
X
SDS Sodiumdodecylsulphat
SE NaCl, Na2 EDTA
Ser Serin
SSCA Single-stranded-conformation-analysis
t Zeit
T Thymidin, Thrombozyten
T3 Tri-jod-thyronin
T4 Thyroxin
TAE Tris-Acetyl-EDTA
TBE Tris-Borat-EDTA
TDT transmission disequilibrium test
TEMED Tetramethylethylendiamin
TFIID transcription factor class II genes
TRH Thyroxin-releasing-hormon
Tris Trishydroxymethylaminoethan
Tyr Tyrosin
u.a. unter anderem
USA United States of America
u.s.w. und so weiter
UV Ultra-Violett
V Volt
Val Valin
WHO Word Health Organization
z.B. zum Beispiel
ZNS Zentrales-Nerven-System
°C Grad Celsius
m Mikro
 unendlich
® führt zu
                                                                                                                   
1
EINLEITUNG
1.  Anorexia nervosa
1.1. Definition
Die Anorexia Nervosa ist eine Essstörung, die durch Untergewicht, spezifische psycho-
pathologische Auffälligkeiten und (bei Frauen) primäre oder sekundäre Amenorrhoe
charakterisiert ist [American Psychatric Association, 1994].
1.2. Diagnostik und Klinik
Psychopathologisch vorherrschende Auffälligkeit der Anorexia nervosa ist die
Nahrungsverweigerung aus Angst vor Gewichtszunahme bei gestörter Wahrnehmung
des eigenen Körpers und Krankheitsverleugnung.
Um die Diagnose Anorexia nervosa zu rechtfertigen und um sie von anderen
Essstörungen abgrenzen zu können, müssen verschiedene Kriterien erfüllt sein. Diese
Kriterien werden u.a. in der vierten Auflage des Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders– kurz DSM-IV –erläutert.
A Weigerung, das Minimum des für Alter und Körpergröße normalen
Körpergewichts zu halten (z.B.: Der Gewichtsverlust führt dauerhaft zu einem
Körpergewicht, von weniger als 85% des zu erwartenden Gewichts).
B Ausgeprägte Angst vor einer Gewichtszunahme oder davor, dick zu werden,
trotz des bestehenden Untergewichts.
C Störung in der Wahrnehmung der eigenen Figur und des Körpergewichts,
übertriebener Einfluss des Körpergewichts oder der Figur auf die
Selbstbewertung, oder Leugnen des Schweregrades des gegenwärtigen
Körpergewichts.
D Bei postmenarchalen Frauen das Vorliegen einer sekundären Amenorrhoe, d.h.
das Ausbleiben von mindestens drei aufeinanderfolgenden Menstruationszyklen
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Ergänzend zu den vier Hauptkriterien können noch zwei weitere Subtypen der Anorexia
nervosa unterschieden werden. Beim restr ktiven Typ bestimmen Fasten, Diäten und
gesteigerte körperliche Aktivität das klinische Bild. Der bu imische Typ äußert sich
darüberhinaus durch rezidivierende Essattacken, in deren Anschluss häufig durch
selbstinduziertes Erbrechen der Magen wieder entleert wird. Hier findet man zusätzlich
häufig einen Laxantien- und Diuretikaabusus.
Klinisch fallen bei der Anorexia nervosa die familiär gehäuft vorkommenden
psychopathologischen Symptome wie Depressionen und zwanghafte
Persönlichkeitsstörungen auf [Hudson et al., 1983].  Oftmals liegt bereits vor
Diagnosestellung eine perfektionistische oder ängstliche Persönlichkeitssruktur vor.
In diesem Zusammenhang muss kritisch angemerkt werden, ob im Zuge der
Semistarvation einzelne Auffälligkeiten nicht auch als organisch bedingt zu werten sind,
da dass zunehmende Untergewicht auch gravierende körperliche Veränderungen nach
sich zieht. Neben der Kachexie kommen häufig bradykarde Herzrhythmusstörungen
(Haupttodesursache), art. Hypotension, Krampfleiden, Sinterungsfrakturen, Ödeme,
Hypothermie und wieder einsetzende Lanugobehaarung vor. Mitverantwortlich für
diese körperlichen Befunde sind die zahlreichen endokrinologisch-metabolischen
Veränderungen, wie die Elektrolytentgleisung mit Hypo-kali-natri-calciämien,
Leukopenien, Leberenzymerhöhung und die Verschiebung der hormonellen
Homöostase mit niedrigen Gonadotropin-, Östrogen-, Thyroxinwerten und einem
Hypercortisolismus [Fauci et al.,1998].
1.3. Gewichtsaspekte der Anorexia nervosa
Da das exzessive Untergewicht (Kachexie) bei Patienten mit AN eine Reihe von
klinisch relevanten somatischen Veränderungen bedingt, ist es wichtig, auf das
Kriterium Gewicht gesondert einzugehen. Das Ausmaß des Untergewichtes bestimmt
nicht zuletzt die Lebenserwartung der Patienten, da die Erkrankung mit der höchsten
Mortalität aller psychiatrischen Störungen einhergeht [Stoving et al., 1999].
Um das Individualgewicht zu klassifizieren und in Bezug zur „Norm“ zu bewerten,
bedient sich die moderne Gewichtsforschung des BMIs. Der auch als Quetelet- Index
bekannte Body-Mass-Index (Körpergewicht in kg / Körpergröße in m2) weist eine hohe
Korrelation zum Körpergewicht und eine niedrige zur Körperlänge auf. Zur Erlangung
für Geschlecht und Alter bereinigter Werte existieren BMI-Alt rsperzentile, die sich
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für Deutschland aus anthropometrischen Daten der Nationalen Verzehrstudie (NVS)
rekrutieren [Hammer et al.,1991; Hebebrand et al., 1994]. Die Altersperzentile sind
hilfreich, um das Ausmaß an Untergewicht beurteilen zu können, indem das Gewicht
der Patientinnen in Bezug zur Normalverteilung der entsprechenden Alterspopulation
gesetzt wird. Auf diese Weise lässt sich das individuelle Gewicht anhand der
Altersperzentile zu jedem Krankheitszeitpunkt epidemiologisch einordnen und
realistische Zielgewichte im Rahmen der Behandlung planen. Das DSM-IV
Gewichtskriterium entspricht für beide Geschlechter BMI-Werten zwischen der fünften
und zehnten Altersperzentile [Hebebrand et al., 1996]. So können, ermöglicht durch das
Perzentil, bessere Aussagen über das Zielgewicht und die Gewichtsprognose des
Einzelnen gemacht werden. Studien zeigen, dass mehr chronische Krankheitsverläufe
mit Todesfolge auftreten, je niedriger der Aufnahme-BMI-Wert ist. Offenbar
verschlechtert sich die Gewichtsprognose bei BMI-Einlieferungs-Werten von unter 13
kg/m2 [Hebebrand et al., 1996].
Daten aus fünf Katamnesestudien unterstreichen eindrucksvoll die Bedeutung des
Gewichtes im Rahmen der Anorexia nervosa, indem belegt wurde, dass systematische
Zusammenhänge zwischen prämorbiden BMI, Akutstadium-BMI und Katamnese-BMI
existieren [Hebebrand et al.,1996,1997; Coners et al., 1999]. Der Gewichtsverlauf mit
seinen Schwankungen vor Aufnahme und im Verlauf der Essstörung ist somit nicht nur
klinisch, sondern auch diagnostisch einer der wichtigsten Parameter für den
Krankheitsverlauf der Anorexia Nervosa.
1.4. Epidemiologie
Aus epidemiologischer Sicht ist die Anorexia eine Erkrankung des frühen
Erwachsenenalters vor allem bei Frauen. Mit einer Prävalenz von 0,5-1% erkranken
Frauen ca. 10-15 mal häufiger als Männer. Das Durchschnittsalter bei Krankheitsbeginn
beträgt 14-15 Jahre, wobei auf zwei Inzidenzgipfel im 14. und 18. Lebensjahr
hinzuweisen ist. Der Krankheitsverlauf ist individuell sehr unterschiedlich und muss im
Kontext des Alters, des Gewichtes bzw. der gesamten psychosozialen Situation beurteilt
werden Im Durchschnitt findet sich eine Langzeitmortalität von ca. 10%. Familiäre
Häufungen der Anorexia nervosa lassen auf genetische Einflüsse der
Erkrankungsgenese schließen. [Herpetz-Dahlmann et al. 2001; Steinhausen, 2002].
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2. Molekulargenetische Befunde der Anorexia nervosa
Die weitverbreitete Meinung, Magersucht wäre eine „psychosoziale Folge“ der
modernen westlichen Industrienationen mit ihren Lebensgewohnheiten und ihren
Schönheitsidealen, ist nach heutigem Wissen nicht mehr haltbar. So belegen historische
Aufzeichnungen, dass bereits im Mittelalter Frauen existierten, die als sogenannte
„Fastenheilige“ verehrt wurden, da sie die regelmäßige Nahrungsaufnahme
verweigerten, und aus heutiger Sicht wahrscheinlich die meisten der Diagnosekriterien
einer Anorexia nervosa erfüllen würden [Vanderedycken et al., 1990]. Desweiteren
belegen Inzidenzstudien, dass das Auftreten der Anorexia nervosa nicht endemisch
gehäuft oder gekoppelt an Ästhetikpräferenzen vorkommt [Hoeck et al., 1998]. Sowohl
Zwillings- als auch Familienstudien legen die Beteiligung genetischer Faktoren an der
Entstehung einer Anorexia nervosa nahe [Hebebrand und Remschmidt, 1995;
Hebebrand et al.,1996]. Laut Stunkard und Mitarbeitern [1990] liegt die Heritabilität für
diese Essstörung bei ca. 0,7-0,8.
2.1. Zwillings- und Familienstudien
Adoptions- und Familienstudien, die unter dem Aspekt der Gewichtsextreme die
Heritabilität des BMI untersuchten, sprechen für eine erhebliche Mitbeteiligung
genetischer Faktoren an der Gewichtsentwicklung [Stunkard et al., 1986; Sorensen,
1989, 1992; Teasdale, 1990].
Die Tatsache, dass erstgradige Verwandte von Patientinnen mit AN im Vergleich zu
Kontrollfamilien ein fünfmal höheres Erkrankungsrisiko aufweisen, ist ein Indiz für die
genetische Disposition in der Krankheitsgenese [Strober et al., 1985]. Um annähernd
auszuschließen, dass ähnliche Umwelteinflüsse und erlernte Lebensgewohnheiten zu
dieser familiären Häufung führen, bieten sich Zwillingsstudien an.
Holland und Mitarbeiter untersuchten in diesem Zusammenhang Zwillingspaare, die,
unabhängig ob mono- oder dizygot, in gleicher Umgebung aufwuchsen. Sie fanden
höhere Konkordanzraten (beide Zwillinge eines Paares sind Krankheitsträger) bei den
monozygoten (65%) als bei den dizygoten Paaren (5%), ein solcher Unterschied ließ
sich am ehesten genetisch und nicht durch Umweltfaktoren erklären [Holland et al.,
1984; Hewitt et al., 1991].
1990 analysierten Stunkard und Mitarbeiter den BMI einer großen Stichprobe von
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getrennt und gemeinsam aufgewachsenen monozygoten Zwillingspaare aus Schweden.
Die Zwillingspaare, die gemeinsam aufgewachsen und somit den gleichen
Umwelteinflüssen ausgesetzt waren, ähnelten sich in der Gewichtsentwicklung nicht
mehr als die bereits in früher Kindheit getrennt aufgewachsenen Paare. Stunkard ging
von einer Heritabilität (Intrapaarkorrelation der getrennt aufgewachsenen
Zwillingspaare) von 0.66 bei weiblichen Zwillingen bzw. von 0.7 bei männlichen
Zwillingen aus. Das gemeinsame Aufwachsen hatte somit keinen größeren Einfluss auf
den BMI bei monozygoten Zwillingspaaren, ebensowenig der Zeitabstand zwischen
Geburt und Trennung der Zwillinge [Stunkard et al., 1990].
Die genetische Mitbeteiligung an der Krankheitsgenese der Anorexia nervosa ist aus
wissenschaftlicher Sicht sehr wahrscheinlich. In welchem Ausmaß und auf welche
Weise sie sich manifestiert, bleibt Gegenstand heutiger Forschung. Denkbar wäre eine
genetische (familiäre) Disposition zu bestimmten Verhaltens-, Bewegungs- und
Nahrungsgewohnheiten. Auch mono- oder polygene Variabeln, die die
Stoffwechselkonstellation und die Energiehomöostase unterschiedlich beeinflussen,
scheinen plausibel.
Hintergrund dieser Arbeit ist deshalb der wissenschaftliche Ansatz, die Krankheit
Magersucht als Abweichung von der „normalen“ Gewichtsregulation zu verstehen.
Voraussetzungen hierfür sind die Zusammenhänge der Gewichtsregulation zu kennen
und die bisherigen Erkenntnisse zu erweitern.
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3. Regulation des Körpergewichtes
Das Körpergewicht als Resultierende aus Energieaufnahme, Sättigung, Thermogenese
und körperlichem Aktivitätsniveau ist erstaunlich konstant reguliert. Obwohl ein
gesunder Erwachsener pro Jahr etwa vier Gigajoule mit der Nahrung zu sich nimmt,
resultiert im Schnitt lediglich eine Gewichtszunahme von 100 bis 400 Gramm
[Hebebrand et al., 1996]. Das Körpergewicht wird dabei maßgeblich von Geschlecht,
Alter und Körperlänge bestimmt. Selbst bei stark über- und untergewichtigen Personen
scheint das Körpergewicht konstant reguliert zu werden. Diese Tatsache führte zu der
Annahme, dass eine Art von individuellem Sollwert (set-point) für die Fettspeicher und
damit ebenfalls für das Körpergewicht existieren müsse (Lipostat-Theorie).
Unbestritten ist, dass Verhaltensweisen und Umwelteinflüsse ebenfalls das
Körpergewicht beeinflussen. Anorexia nervosa Patientinnen sind scheinbar kraft ihres
Willens in der Lage, einen Nährstoffmangel zu tolerieren, der zwingend in einer
Gewichtsabnahme mündet. Demgegenüber steht die Erfahrung, dass dauerhafte
Gewichtsänderungen, z.B. durch Diäten oder Verhaltensänderungen, in der Mehrzahl
der Fälle mit frustrierenden Resultaten verbunden sind. Zum überwiegenden Teil
pendelte sich nach drei bis vier Jahren das Ursprungsgewicht wieder ein [Gortmaker et
al., 1987].
Diese Befunde machen die Komplexität der Körpergewichtsregulation deutlich und
führen gleichzeitig zu der Forderung nach wissenschaftlich fundierten Erkenntnissen.
Erst das Verständnis der physiologischen Mechanismen der Gewichtsregulation erlaubt
die Beurteilung der Pathophysiologie. Formalgenetische Studien (siehe oben)
unterstreichen die Bedeutung des Genotyps für die Gewichtsregulation. Grundsätzlich
müssen kurzfristige von langfristigen und periphere von zentralen Regelkreisen zur
Aufrechterhaltung der Gewichtshomöostase unterschieden werden.
Monogen bedingte Störungen der Gewichtsregulation bei Mäusen stießen in den
siebziger Jahren die Forschung auf diesem Gebiet an. Heute wird mit modernen
molekularbiologischen- und gentechnologischen Verfahren versucht, sich den
Hintergründen der Gewichtsregulation und ihrer Pathologie zu nähern.
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3.1. Mausmodelle
Monogene Tiermodelle haben in entschiedenem Maße zum pathogenetischen
Verständnis von Gewichtsregulationsstörungen in den letzten Jahrzehnten beigetragen.
Gewicht und Fettverteilung verschiedener Haustiere lassen sich durch kontrolliertes
Züchten in erheblichem Umfang beeinflussen [Burniat et al.,1992].
Zusätzlich ist es in T erversuchen möglich, bestimmte Gene von Tieren mittels ´gene
targeting` auszuschalten und somit sogenannte „Knock-out“-Tiere heranzuzüchten.
Hierfür werden in der modernen Gewichtsforschung vorzugsweise Ratten und Mäuse
als Tiermodelle ausgewählt. Aufgrund der bekannten Homologie zwischen
Mäusegenom und menschlichem Genom kann bei im Mäusegenom lokalisierten Genen
auf die mutmaßliche Lokalisation des Gens im menschlichen Organismus geschlossen
werden. Diese Regionen können dann im weiteren mit Hilfe verschiedener
molekulargenetischer Methoden untersucht werden [Hebebrand et al., 1995].
3.2. Zentrale Mechanismen der Gewichtsregulation
Die Hypothalamusbasis kontrolliert die Aufrechterhaltung eines stabilen
Körpergewichts. Mehrere Bereiche des Hypothalamus sind an Hunger und Sättigung
beteiligt. Durch Tierversuche konnte gezeigt werden, dass der Nucleu  v ntromedialis
an der Sättigung beteiligt ist und dass ein Hunger-Zentrum im lateralen Hypothalamus
existiert [Brobeck et al.,1943; Anand et al., 1951].
 Abbildung 1: Hypothalamuskerne aus „Human Anatomy“, S. 140,  F. Netter
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Eine hypothalamische Adipositas steht beim Menschen meist in Verbindung mit
Veränderungen in der Umgebung des Nucleus ventromedialis; diese Art der Adipositas
scheint die Festsetzung eines neuen Sollwertes zu umfassen (set-point Theorie). Zudem
konnte gezeigt werden, dass auch verschiedene andere Hirnregionen, wie z. B. der
Nucleus arcuatus (Bildungsort von Pro-opio-melanocortin) an der Gewichtsregulation
beteiligt sind [Tartaglia et al., 1995]. Nicht alle Transmitter und organischen Strukturen,
die miteinander interagieren, sind bis heute bekannt. So wird der Appetit von der g-
Aminobuttersäure (GABA), von Dopamin, b-E dorphin, Enkephalin und dem
Neuropeptid Y stimuliert, andererseits durch Serotonin, Noradrenalin, Cholecystokinin,
Neurotensin, Thyroxin releasing Hormon (TRH), Somatostatin und durch das
vasoaktive intestinale Peptid (VIP) gehemmt. Die exakten Regelkreise und
Einflussgrößen sind nur zum Teil bekannt und Gegenstand heutiger Forschung.
In den vergangenen Jahren sind diese zentralen Mechanismen verstärkt ins Blickfeld der
modernen Gewichtsforschung geraten. Relevante Kandidatengene, die ebenso
teilweise peripher exprimiert werden, sollen nachfolgend vorgestellt werden.
3.2.1. Leptin
Bereits 1969 postulierten Coleman et al. auf der Basis von Parabiose-Versuchen mit
adipösen Mäusen (Blutkreislaufkopplung zwischen gesunden und übergewichtigen
Mäusen) die Existens eines löslichen Sättigungsfaktors. Erst 26 Jahre später gelang
mit der Klonierung und Charakterisierung des obese-Gens und seines Genproduktes
Leptin (leptos: griech. dünn) die Identifizierung dieses Regulatormoleküls [Zhang et
al., 1994; Halaas et al., 1995; Spitzweg et al., 1996]. Die Ergebnisse bestätigten die
Lipostat-Theorie, in der von einem hormonellen Regelkreis zwischen Fettgewebe und
Gehirn ausgegangen worden war [Hinney et al., 1997]. Die Höhe des im Serum
enthaltenen Peptidhormons Leptin signalisiert dem zentralen Nervensystem den
jeweiligen Füllungsgrad der Fettspeicher.
Seit seiner Klonierung hat sich Leptin schnell auf die vorderste Reihe als wichtiges
Regulatorhormon zur Aufrechterhaltung der Energiehomöostase geschoben. Es
schließt eine Rückkopplungsschleife vom Fettgewebe zum hypothalamischen-
neuralen Schaltkreis, der die Regelung von Energieaufnahme und -verbrauch durch
die neuroendokrine-vegetative Efferenz steuert. Ansteigende zentrale Leptinspiegel
signalisieren hypothalamischen Neuronen, die Corticotropin und Melanocortin
                                                                                                    Einleitung
9
synthetisieren, die beiden Tropine zu sezernieren. Nachfolgend führen die
leptinvermittelten anorexigenen und metabolischen Effekte zu einer Verringerung der
Nahrungsaufnahme und Erhöhung der Thermogenese.  Darüber hinaus führt Leptin im
ZNS über eine Aktivierung des sympatischen Nervensystems (über neuropeptiderge
efferente Bahnen) zu einer Lipolyse des peripheren Fettgewebes und u.a. zur Sättigung
[Haynes et al.,1997].
3.2.2. Dopamin
Dem dopaminergen System wurde bereits 1976 eine Mitbeteiligung an der Entstehung
einer Anorexia nervosa nahegelegt [Barry und Klawans et al., 1976].
Dopamin-defiziente (knock-out) Mäuse zeigten postpartal eine extreme Hypoaktivität
und einen Stopp der Nahrungsaufnahme [Zhou und Palmiter, 1995]. Erfahrungen aus
der Therapie mit Neuroleptika zeigten ebenfalls den Einfluss des dopaminergen
Systems beim Menschen auf. Neuroleptika blockieren Dopaminrezeptoren und
reduzieren die dopaminerge Überaktivität. Haloperidol blockiert vor allem D2- und D3-
Rezeptoren (hohe Affinität) und D4-Rezeptoren (geringe Affinität) in mesokortikalen
Regionen, was für den antipsychotischen Effekt verantwortlich ist. Clozapin hat eine
Affinität für D4- und 5-HT2-Rezeptoren. Patienten, die Clozapin als antipsychotische
Therapie erhielten, wiesen gehäuft eine Gewichtszunahme durch gesteigerte
Nahrungszufuhr und damit verbunden ansteigende Leptinserumwerte auf [Bromel et al.,
1998].
3.2.3. Neuropeptid Y
Im Regelkreis von Hunger und Sättigung spielt im Hypothalamus Neuropeptid Y eine
zentrale Rolle. Als ein Bildungsort von Neuropeptid Y konnte der Nucleus a cuatus
identifiziert werden, dessen Axone teilweise im Nucleus paraventricularis enden
[O`Donohue et al., 1982; Gerald et al., 1996]. Applikationen von Neuropeptid Y in
diesem Bereich, in dem die spezifischen Rezeptoren (Y1 und Y5) vorkommen, führen
durch eine Reduzierung der Thermogenese, Erhöhung der Lipoprotein-Lipase und einer
Stimulation der Insulin- und Glukokortikoid-Sekretion [Moltz et al., 1985; Albers et al.,
1990] zu einer positiven Energiebilanz und einem Anst eg der Fettspeicher [Stanley et
al., 1986]. Gruppen um Lewis und Smith (1993) konnten zeigen, dass an gesunden
Probanden die Konzentration von NPY in Situationen des Gewichtverlustes, wie z. B.
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beim Fasten, Stillen und körperlicher Anstrengung erhöht ist. B i Gewichtsverlust oder
fehlender Leptin-Produktion bei ob/ob-Mäusen ist die Leptin-Konzentration erniedrigt,
was zu einer Aktivierung der NPY-Produktion im Nucleus arcuatus führt. Somit lässt
sich ein hormoneller Regelkreis konstruieren, in dem periphere Hormone (z.B. Insulin
und Leptin) dem zentralen Regler (Hypothalamus) den Ist-Wert über die Regelgröße
(Körpergewicht) signalisieren und der Regler so mit Hilfe von Stellgliedern (z. B. NPY,
CRH) korrigierend Einfluss nehmen kann, um den Soll-Wert zu erreichen.
Zusammenfassend bedeuten diese Ergebnisse, dass die NPY Expression durch einen
negativen Feedback-Mechanismus von Leptin und Insulin inhibiert wird [Flier et
al.,1997; Schwartz et al., 1997, 2000]. Es konnten Leptinrezeptoren auf der Oberfläche
von NPY-produzierenden Neuronen im Hypothalamus nachgewiesen werden [Baskin et
al., 1999]. Leptin hat dabei eine hemmende Wirkung auf die Synthese und Sekretion
von NPY, womit die Reduzierung des Appetits, die gesteigerte Aktivität des
sympathischen Nervensystems sowie der gesteigerte Energieumsatz erklärt werden
[Stephens et al., 1995; Schwartz et al., 1997].
Diese Tatsache wird auch durch eine Studie an knock-out Mäusen gestützt, die
zusätzlich NPY defizient waren (NPY-/-, ob/ob). Bei diesen Versuchstieren zeigte sich
eine erheblich abgeschwächte Hyperphagie und Adipositas, obwohl kein Leptin
produziert wurde [Erickson et al., 1996] .
3.2.4. Cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART)
Kristensen et al. zeigten 1998, dass CART, ein im ZNS von Säugetieren lokalisiertes
anorektisch wirkendes Peptid, eng mit Leptin korrespondiert. CART scheint bei Mäusen
als ein leptinabhängiger Sättigungsfaktor zu fungieren. Rekombinantes Leptin peripher
injiziert stimuliert die CART-mRNA Expression im Nucleus arcuatus [Thim et al.
1998]. Bei leptindefizienten Mäusen kann keine CART-mRNA im Hypothalamus
nachgewiesen werden. Intracerebrovaskulär injiziertes CART Peptid führte sowohl bei
fastenden (untergewichtigen) als auch bei normal ernährten Mäusen zu einem
Nahrungsaufnahmestopp und zu einem Block des Hungermediators Neuropeptid Y.
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3.2.5.Das Serotonerge System
5-Hydroxytryptamin (Serotonin) gehört zur Gruppe der biogenen Amine und
beeinflusst als periphere (siehe 3.3.) und zentrale Mediatorsubstanz die
Nahrungsaufnahme. Im ZNS nimmt Serotonin als Neurotranmitter durch komplexe
Projektionen Einfluss auf Stimmung, Schlaf-Wach-Rhythmus, respiratorische Aktivität,
Nahrungsaufnahme, Schmerzwahrnehmung, Sexualtrieb und Körpertemperatur; ein
Mangel wird als wichtiger pathogenetischer Faktor bei der Entstehung von Depression
diskutiert [e.g Halford und Blundell, 2000]. Therapeutisch- pharmakologische
Verwendung finden serotoninagonistische Substanzen als Antidepressiva
(Serotoninwiederaufnahme-Hemmer), Anxiolytika (z.B. Buspironâ), bei Migräne (z.B.
Sumatriptanâ), als Prokinetika (z.B. Cisapridâ) und als Appetitzügler (z.B.
Reductilâ); serotoninantagonistische Wirkstoffe kommen zum Einsatz als
Antiemetika (z.B. Ordansetronâ) u d bei Migräne (z.B. Methysergidâ).
Tierexperimentelle Studien demonstrieren die Bedeutung von Serotonin bei der
Regulation der Nahrungsaufnahme. So konnten Haleem und Haider 1996 zeigen, dass
5-HT Mikroinjiektionen in Hypothalamusregionen von Mäusen zu reduzierter
Nahrungsaufnahme führen. Adipöse wiesen im Liquor zerebrospinalis erniedrigte
Spiegel des Hauptmetaboliten 5`Hydroxyindolessigsäure auf [Björntorp et al., 1984].
Umgekehrt zeigten Patientinnen mit AN deutlich erhöhte Spiegel im Vergleich zur
Kontrollgruppe [Kaye et al., 1990, 1991]. Aus der antidepressiven Therapie beim
Menschen war bekannt, dass Serotoninwiederaufnahme-Hemmer und Agonisten einen
Gewichtsverlust bewirken können [Ayuso-Gutierrez et al., 1994]. Zusammenfassend
wurde bewiesen, dass Substanzen, die die postsynaptische Rezeptoraktivität erhöhen,
zur Gewichtsabnahme führen und im Gegensatz hierzu eine Rezeptorblockade eine
gesteigerte Nahrungsaufnahme nach sich zieht [Blundell et al., 1992].
Reguliert wird das serotonerge System durch die Tryptophan-Hydroxylase,
Aminooxidasen, den 5 HT-Transporter und die verschiedenen Rezeptortypen. Gerade
die Entdeckungen von zahlreichen 5-HT-Rezeptorsubtypen u d ihrer Expressionsloci
haben die Forschung auf diesem Gebiet intensiviert. In jüngster Vergangenheit
durchgeführte Studien beschrieben eine Assoziation zwischen dem -1438 A-Allel des G
zu A Polymorphismus des Promoterbereichs des 5-HT2a Rezeptors und der Anorexia
nervosa [Collier et al., 1997; Enoch et al., 1998]. Wiederum drei andere
Untersuchungen konnten dieses Ergebnis nicht bestätigen [Hinney et al., 1997, 1999].
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3.2.6. Corticotropin Releasing Faktor und der CRF-Rezeptor
Das Neuropeptid Cortikotropin-Releasing Faktor wird im Nucleus paraventricularis
synthetisiert und stimuliert die Expression von Pr -opiomelanocortin [Dallmann et al.,
1993]. Derivate des POMC sind neben Adrenocorticotropin, b-End rphin, Lipotropinen
auch verschiedene Melanocortine (siehe unten). CRF bewirkt im zentralen
Nervensystem eine Appetitminderung und ist ebenso an physiologischen Reaktionen
bei Stress und Krankheit beteiligt [Rothwell et al., 1996; Spina et al.,1996]. Bindung
von CRF erfolgt an den G-Protein gekoppelten Rezeptoren CRF1R und 2R. Durch
Leptingabe wird die CRH-Sekretion gesteigert, durch Glucocorticoidgabe verringert
[Mercer et al., 1996; Schwartz et al., 1996; Seeley et al., 1996].
3.2.7. Das Pro-opiomelanocortin-System
Pro-opiomelanocortin [Chretien et al., 1980; Klonierung Chang et al.,1980] ist eine
Vorstufe von Adrenocorticotropin und b-Lipotropin (b-LPH). Diese wiederum sind
Vorstufen von a-Melanozyten stimulierendem Hormon, Corticotropin-like
intermediate lobe peptide (ACTH-Derivate), g-LPH und b-Endorphin (b-LPH-
Derivate). b-MSH geht als Spaltprodukt aus g-LPH hervor. Naggert et al. (1985)
zeigten, dass die Carboxypeptidase E und PC-1 maßgeblich an der Proteolyse von
POMC beteiligt sind.
An der Gewichtsregulation scheint dem a-MSH, welches vor allem im Nucleus
arcuatus produziert wird, eine besondere Bedeutung zuzukommem [Kiss et al., 1984].
Das a-MSH bindet unter anderem auch am Melanocortin- 4 Rezeptor(MC4R), der im
Areal des Nucleus paraventricularis vornehmlich exprimiert wird [Fan et al.,1997].
Hier ist das Melanocortin an der Aufrechterhaltung der Energiehomöostase beteiligt,
indem es an den Empfängerrezeptor (MC4R) bindet und zur Sättigung bzw. reduzierten
Nahrungsaufnahme beiträgt [Randey et al., 1997].
Genetische Defekte des MC4R führen zu Hyperphagie und Adipositas [Huszar et al.,
1997, Hinney et al., 1999; Faroqui et al. 2001]. Ebenso verursacht das Agouti-Protein
bei dessen ektopischer Expression ine pharmakologische Blockade des MC4R. Bei
einer MC4R Knockout-Maus kommt es zu einer adulten Adipositas, die mit
Hyperphagie, Hyperinsulinämie und Hyperglykämie einhergeht [Ollmann et al., 1997].
Jüngere Studien unterstreichen die Rolle des MC4R für die Gewichtsregulierung.
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Kürzlich konnten drei verschiedene dominante Mutationen des MC4R identifiziert
werden. In Folge dieser Mutation entwickelten die betroffenen Probanden eine
Adipositas, zeigten jedoch keine weiteren phänotypischen Auffälligkeiten [Vaisse et al.,
1998; Hinney et. al., 1999].
Der Einfluss des Melanocortin-Systems auf die Gewichtsregulation scheint im
Gegensatz zu den Neuropeptid Y-Effekten zu stehen. Gewichtsabnahme durch Fasten
führt zu reduzierten POMC-m-RNA-Konzentrationen im Nucleus Arcuatus [Schwartz
et al., 1997]. Dies könnte die Konsequenz der erniedrigten Leptin-Werte sein, da auch
bei ob/ob-Mäusen die POMC-mRNA-Konzentration erniedrigt ist und dieser Effekt bei
Leptingabe verschwindet [Schwartz et al., 1997].
Der Arbeitsgruppe um Krude (1998) gelang die Entdeckung zweier Personen mit
Mutationen im Pro-opiomelanocortin (POMC)- Gen. Die zwei Personen waren zuvor
durch folgende phänotypische Merkmale aufgefallen: früh einsetzende Adipositas,
Nebennierenrindeninsuffizienz und rote Haarpigmentation. Weitere Untersuchungen
konnten eine Kopplung des POMC-Gens (Chromosom 2 des Menschen) zum Phänotyp
Adipositas nachweisen [Hixson et. al., 1999]. Ebenso konnten Leptinrezeptoren auf Pro-
opiomelanocortin (POMC) produzierenden Neuronen im Hypothalamus nachgewiesen
werden [Cheung et al., 1997], so dass eine Interaktion zwischen Leptin und POMC bzw.
a-MSH wahrscheinlich ist.
3.2.8.Carboxypeptidase E Gen
Carboxypeptidase E gehört zu der Gruppe der Exopeptidasen, die Proteine vom C-
terminalen Ende her spalten. 1995 beschrieben Naggert et al. eine Ser-202-Pro Mutation
im CpE-Gen von fat/fat Mäusen, die die in vitro Aktivität des Fermentes praktisch
ausschaltet. Fat/fat Mäuse weisen stark erhöhte Proinsulinspiegel auf und werden nach
8-12 Wochen übergewichtig. CpE ist an der Proteolyse verschiedener Prohormone
beteiligt (z.B. Proinsulin). Dieser Befund zeigte erstmals, da s ein genetischer Defekt
bei der zellulären Prozessierung bei der Entwicklung einer Gewichtsstörung eine Rolle
spielt.
Neuroendokrine Zellen scheiden sekretorische Proteine fakultativ (reguliert) oder
konstitutiv aus. Die regulierte Freisetzung setzt Bindung an einen Rezeptor des trans-
Golgi Apparats voraus, gefolgt von Abschnürung und Granulabildung. Die
membranassoziierte CpE konnte als ein solcher Rezeptor identifiziert werden [Cool et
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al., 1997]. Es wurde gezeigt, dass POMC in fat/fat Mäusen nicht mehr geregelt, sondern
konstitutiv sezerniert wird. In der Prohormonkaskade ist erst die PC-1 und dann die
CpE aktiv.
3.2.9.Melanin-concentrating Hormon
Die RNA des Melanin-concentrating hormone wird im Hypothalamus von ob/ob
Mäusen und fastenden Wildtyp (WT)-Mäusen überexprimiert [Qu et al., 1996]. Studien
an Ratten zeigten eine dosisabhängige Stimulation der Nahrungsaufnahme nach akuter,
nicht aber nach chronischer intraventrikulärer Gabe von MCH [Rossi et al., 1997].
Rovere et al. [1996] zeigten, dass die Prozessierung des Pro-MCH zu MCH bei fat/fat
Mäusen, denen CpE fehlt, gestört ist. Damit wurde erstmalig nachgewiesen, dass CpE
an der Prozessierung von Neuropeptiden beteiligt ist.
3.2.10. Agouti related Protein
Das Kennzeichen des genetischen Defektes der Agouti-Maus ist u.a. der beleibte
Phänotyp (siehe auch 3.2.5.). Ursache ist die ektope Überexpression des
physiologischerweise in melanotropin produzierenden Zellen vorkommnden Agouti
Proteins. Das Protein fungiert als Antagonist am Melanocortin-4 Rezeptor.
Das agouti related protein (mAGRP) ist erhöht bei den übergewichtigen und
hyperphagen db/db Mäusen. Das humane orthologe agouti related protein (hAGRP) st
auf Chromosom 6 lokalisiert [Kim et al., 2001; Brown et al., 2001].
 Das zentral melanocortinerge System bahnt eine leptinsignalisierte Reduzierung der
Nahrungsaufnahme und ein zunehmendes Sättigungsgefühl [Adan et al., 2001]. Eine
Blockade der Gehirnmelanocortinrezeptoren führt zu erhöhter Nahrungsaufnahme und
ansteigendem Körpergewicht. Eine Stimulierung des zentral melanocortinergen Systems
verringert die Nahrungsaufnahme und aktiviert die hypothalamo-hypophysäre Achse.
Anorexia nervosa ist durch verringertes Körpergewicht und reduzierte
Nahrungsaufnahme gekennzeichnet, welche von Änderungen in den neuroendokrinen
Systemen begleitet werden. Polymorphismen im Agouti-Gen könnten durch eine
unzureichende Antagonisierung des MC-4 Rezeptors zu einer Anorexia nervosa
prädisponieren. Hierdurch empfiehlt sich das Agouti-related-protein-Gen als
Kanditatengen für die Anorexia nervosa [Vink et al., 2000; Adan et al., 2001]. Weitere
Studien am AN-Krankheitskollektiv erweitern somit das Verständis der
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Gewichtsregulation und eröffnen Optionen in der pharmakologischen Therapie, wie z.B.
die Entwicklung von synthetischen MC 4-Rezeptorantagonisten [Vink et al., 2001].
3.2.11. „Ciliary neurotrophic factor“ Rezeptor
Der Rezeptor des Neurozytokins ciliary neurotrophic factor besitzt Ähnlichkeit zum
Leptinrezeptor und ist in hypothalamischen Kernen der Maus lokalisiert. Werden
leptindefizienten (ob/ob) oder auch leptinrezeptordefizienten (db/db) Mäusen CNTF
intraperitoneal injiziert, so verlieren sie an Gewicht, begleitet von einer Reduktion der
Hyperphagie und der Hyperinsulinämie. Hierbei scheint ein leptin-unabhängiger
Mechanismus der Zytokin vermittelten  Gewichtsregulation zu existieren. Leptin
selbst bindet nicht am CNTF Rezeptor [Gloaguen et  al., 1997]. Stefanuto et al.
identifizierte 1995 den regulativen Bereich des CNTF Gens in transgenen Mäusen.
3.3. Periphere Mechanismen der Gewichtsregulation
Wie bereits einleitend erwähnt, lassen sich periphere nicht immer scharf von zentralen
Mechanismen trennen, denn zahlreiche Hormone werden peripher und zentral
synthetisiert, und binden ebenfalls in beiden Strukturen an spezifische Rezeptoren.
Allen an der Gewichtsregulation beteiligten hormonproduzierenden Zellen gemeinsam
ist die phylogenetische Abstammung vom eural programmierten Ektoderm. Diese
Zellen werden zum sogenannten APUD-Zellsystem (engl.: amin precursor uptake and
decarboxalation) gerechnet und können neurokrin (direkt in eine Ganglienzelle),
neuroendokrin (aus einem Axon in die Blutbahn), endokrin (direkt in die Blutbahn) und
parakrin (in die unmittelbare Nachbarschaft) sezernieren. Zum APUD-Zellsystem
gehören sowohl Zellen im Hypothalamus, Hypophyse, Pinealdrüse, Nebenschilddrüse,
Pankreasinselzellsystem, die endokrinaktiven Zellen von Plazenta, Magen-Darm-
Trakt und Lunge, die C-Zellen der Schilddrüse als auch Zellen des Nebennierenmarks,
des Sympathikus und die Melanoblasten. In Folge werden die an der
Nahrungsaufnahme beteiligten Hormone anhand ihrer jeweiligen Organsysteme kurz
dargestellt.
Das periphere System reagiert in Form einer kaskadenartigen Ausschüttung
gastrointestinaler Hormone als Antwort auf Nahrungsaufnahme. Nahrungsbestandteile
werden je nach Konzentration und Qualität im Gastrointestinaltrakt registriert. Dieser
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Identifikationprozeß stellt den Reiz für die Ausschüttung verschiedener Hormone dar,
die die Motilität des Magen-Darm-Trakts direkt beeinflussen und dem Gehirn
signalisieren, die Nahrungsaufnahme zu stoppen [Hirschberg et al., 1998].
Grundsätzlich müssen kurzfristige und langfristige Regulatoren in der hormonellen
Steuerung der Nahrungsaufnahme und Sättigung unterschieden werden. Die
Ausschüttung eines kurzfristigen Regulators wird durch Nahrungsaufnahme ausgelöst
und steuert den Appetit während jeder einzelnen Mahlzeit. Ein kurzfristiger Regulator
hat geringen oder gar keinen Ei fluss auf das Körpergewicht. Die Sekretion der
Sexualhormone oder Glukokortikoide als Beispiele eines langfristigen peripheren
Regulators ist nicht notwendigerweise an die Nahrungsaufnahme gekoppelt. Sie
beeinflussen nicht nur Appetit und Sättigung, sondern vermitteln auch fundamentale
metabolische Effekte.
3.3.1. Pankreas
Insulin: Das von den B-Zellen der Langerhans-Inseln
gebildete stark anabole Proteohormon beeinflusst den
Glukosestoffwechsel und hierdurch den Appetit und die
Nahrungsaufnahme in komplexer Weise. Symptome wie
Heißhunger, Kopfschmerz, Nervosität und Mattigkeit
treten gehäuft bei Patienten mit Anorexia nervosa im
Rahmen einer Fastenhypoglykämie auf.
Plötzliche Insulin-Gabe führt zu Hypoglykämie und einer
Steigerung der Nahrungsaufnahme. Diese Reaktion wird
über Mechanismen vermittelt, die sowohl in der Leber als auch im Zentralnervensystem
stattfinden. Chronische Insulin-Applikation in niedrigen Dosen hingegen reduziert bei
gleichzeitiger Normo- oder Hyperglykämie die Nahrungsaufnahme [V nderwe le et al.,
1980]. Der Insulin-Plasma-Spiegel könnte ein Fühler des peripheren metabolischen
Status darstellen [Woods et al., 1985]. Diese Vermutung wird durch die klinischen
Erfahrungen einer positiven Korrelation von Insulin-Plasma-Spiegel und Grad der
Adipositas erhärtet. Chronisch (langfristig) erhöhte Insulin-Plasma-Spiegel könnten
somit ein Sättigungssignal für das ZNS darstellen, Nahrungsaufnahme und
Körpergewicht zu reduzieren.
Abbildung 2: Insulineffekte aus
258. Auflage Psychrembel
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Glukagon: Glukagon wird in den A-Zellen des Inselapparates gebildet. Sekretionsreize
sind Hypoglykämie, Anstieg freier Aminosäuren im Blut und verschiedene Hormone,
wie z.B. Katecholamine, Gastrin, TRH und das vasoaktive intestinale Polypeptid
(Hemmung der Magen-Darm Motilität). Gehemmt wird die Glukagonskretion durch
Hyperglykämie und Somatostatin. Glukagon steigert den Blutzucker durch vermehrte
Glykogenolyse, Förderung der Glukoneogenese und Hemmung der Glykolyse
(insulinantagonistische Wirkung). Die Nahrungsaufnahme scheint durch Glukagon,
über glukosensitive Zellen und vagale Efferenzen in der Leber vermittelt, verringert zu
werden [Ritter et al., 1986; Geary et al., 1983]. Speziell die Aufnahme von Proteinen
wird durch Glukagon gehemmt [Bray et al., 1992]. Daneben gibt es Anzeichen für einen
Einfluss auf die Körpertemperatur mit damit verbundener Energieumsatzänderung
[Billington et al., 1991].
Somatostatin: Als Syntheseorte von Somatostatin konnten die D-Zellen des Pankreas
und der Hypothalamus identifiziert werden. Das Tetradekapeptid verringert die
Nahrungsaufnahme, indem es die Sekretion von STH, TSH, ACTH, Insulin und
Glukagon herabsetzt und indem es die Hemmung der Magenentleerung verzögert
[Pirke et al., 1996].
3.3.2. Gastrointestinal Trakt
Cholecystokinin: Das von der duodenalen Mukosa gebildete Polypeptid
Cholezystokinin (CCK) ist ein kurzfristiger Sättigungsfaktor. Periphere und zentrale
Interaktionen konnten anhand dieses Hormons nachgewiesen werden. Lipid- und
aminosäurereiche Mahlzeiten regen die Mukosa zur Sekretion von CCK an. Im Magen
bindet das Hormon an CCK-A -Rezeptoren die eine Erregung über vagale Afferenzen
zum Traktus solitarius im ZNS vermitteln. Von dort besteht über die parabrachialen
Kerne eine Verbindung zum ventromedialen Hypothalamus und den
paraventrikulären Kernen. Eine Stimulation von CCK-A-Rezeptoren im Pylorus-
Bereich des Magens führt zur Kontraktion des Sphinkters und verhindert so eine
Magenentleerung. Bei einer Vagotomie oder Blockade der CCK-A-Rezeptoren fehlen
sämtliche CCK-Effekte bezüglich der Nahrungsaufnahme [Smit  et al., 1981; Moran et
al., 1992]. Es wird vermutet, dass CCK ein verfrühtes Sättigungsgefühl auslöst und
damit die Nahrungsaufnahme verkürzt [Gibbs et al., 1986]. Beim Menschen korreliert
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die CCK-Sekretion nach Nahrungsaufnahme positiv mit einem Sät igungs- und negativ
mit einem Hungergefühl [Geracioti et al., 1988, Hirschberg et al., 1998]. Allerdings
führt auch eine chronische CCK-Applikation nicht zu einem Gewichtsverlust, da sich
zwar die Länge der einzelnen Mahlzeiten verkürzt, die Anzahl der Mahlzeiten jedoch
proportional zunimmt. Im Fazit wird so die gleiche Menge an Kalorien aufgenommen
[West et al., 1984]. Neben seiner Rolle an der Appetitregulation führt Cholecystokinin
zu einer Kontraktrion der Gallenblase und erhöht die exokrine Pankreassekretion [Mutt
et al., 1988].
Vollständigerweise sollen in diesem Zusammenhang die kurzfristigen Regulatoren
Serotonin, Gastrin und VIP  genannt werden. Sie sind potentielle Sekretogene und
können darüber hinaus die Magendarmpassage durch eine Tonisieru g/Detonisierung
der glatten Muskulatur beeinflussen [Friedmann et al., 1998].
3.3.3. Nebennieren
Glukokortikoide: Die Nebennierenrinde ist in der Lage, über 40 verschiedene
Steroidderivate zu synthetisieren. Die in der Zona fasciculata gebildeten
Glukokortikoide hemmen durch einen negativen `feedback-Mechanismus` die
Ausschüttung des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH) und potenzieren im
Hypothalamus die durch Noradrenalin (permissiver Effekt) vermittelte Steigerung der
Nahrungsaufnahme [L ibowitz et al., 1986]. Als physiologisches, stark kataboles
„Stresshormon“ sorgt Cortisol für zahlreiche Einflüsse auf den Stoffwechsel und
beeinflusst somit das Körpergewicht. Insgesamt scheinen die Einflüsse von
Steroidhormonen auf die Gewichtsregulation hauptsächlich durch periphere
metabolische Effekte im Fettgewebe und in der Leber vermittelt zu werden. Im
Einzelnen führen diese Effekte zur Stimulation der Glukoneogenese und zur Lipolyse
mit Aktivitätsmodulation der Lipoprotein-Lipase (LPL). Die LPL ist wiederum für die
Triglyceridspeicherung im Fettgewebe verantwortlich. Ebenso wird eine indirekte
Steigerung der Insulinsekretion [Xu et al., 1990] und eine Blockade der Zytokinbildung
beobachtet. Überhöhte Kortikoidspiegel, z.B. durch Autonomien der einzelnen
Regulationsebenen;
 (Hypothalamus/CRH® ypophyse/POMC-ACTH®NNR/Cortisol);
oder durch iatrogene Steroidtherapie, können zu dem klinischen Bild eines Cushing-
Syndroms führen, dass mit stammbetonter Adipositas und Gewichtszunahme
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einhergeht [Baxter et al., 1979].
3.3.4. Gonaden-Sexualhormone
Spezifischen Geschlechtsmerkmale entwickeln sich unter dem Einfluss der
Sexualhormone, deren unterschiedliche Qualität und Konzentrationen das
phänotypische Geschlecht de erminieren. Hierdurch werden der prozentuale Fettanteil
sowie die Fettverteilung beeinflusst. Mit Einsetzen der Pubertät finden sich deutliche
Geschlechtsunterschiede. Bei Frauen kommt es zu einer erheblichen Zunahme des
Fettgewebes. So unterscheiden sich im Alter von 18 Jahren Frauen (mit fast 25%
Fettmasse) deutlich von Männer mit (ca. 17% Fettmasse), hinsichtlich ihres Anteils der
Fettmasse am Gesamtkörpergewicht. Auch bei der Fettverteilung erkennt man die
geschlechtsspezifischen Unterschiede. Bei Frauen dominiert die glut ofemorale
Fettverteilung (gynoider Typ), während bei Männern eher von einer stammbetonten
Fettverteilung gesprochen wird (androider Typ). Beiden Hauptvertretern der
Geschlechtshormone gemeinsam ist die Sekretionssteuerung über die hypothalamisch-
hypophysäre Achse mit ihren spezifischen Releasinghormonen und negativen
Rückkopplungsmechanismen.
Östrogen: Neben seinen Einfluss auf die Reproduktionsachse und auf den
Menstruationszyklus besitzt der Östrogenspiegel einen möglichen Effekt auf die
Gewichtsregulation. Andererseits scheint ein Gewichtsminimum Voraussetzung für die
Östrogenbildung, bzw. für die Fertilität zu sein. Starvationsähnliche Situationen bei
Frauen führen zu einer sekundären Amenorrhoe. Auch im Rahmen einer Anorexia
nervosa kommt es zu einer Amenorrhoe, die auf einen Rückgang und auf eine
Verschiebung der pulsatilen Gonadotropinausschüttung in der Adenohypophyse
zurückzuführen ist. Sekundär kommt es durch den Abfall von FSH und LH fast gänzlich
zum Erlöschen der ovariellen Östrogenproduktion [Young et al., 1991; Hebebrand et al.,
1995; v. Prittwitz et al. 1996].
Unter Gewichtszunahme erholt sich der Östrogenspiegel und nach einer Latenzphase
setzt die Regelblutung wieder ein. Sexualhormonschwankungen werden oft von
Gewichtsschwankungen begleitet und umgekehrt. In diesem Zusammenhang fällt auf,
dass Erstmanifestationen einer Anorexia nervosa häufig zeitlich gekoppelt mit dem
Beginn der Pubertät sind. In dieser Phase könnten Veränderungen im
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Sexualhormonhaushalt mit einem Anstieg der Östrogene bzw. einer
Sensitivitätssteigerung der Östrogenrezeptoren im Nucleus arcuatus (NPY-
Expressionsort) krankheitsbahnend sein [Young et al., 1991]. Eine beidseitige
Ovarektomie im Tierversuch führt zu einer Hyperphagie und Gewichtszunahme
andererseits setzt eine kontinuierliche Östrog n-Gabe die Nahrungsaufnahme und das
Körpergewicht herab [Wade et al., 1979]. Es wird vermutet, dass das Östrogen die
Aktivität des anorektisch wirkenden Corticotropin Releasing Hormons (CRH) im
Nucleus Paraventriculares rhöht und gleichzeitig an gleicher Stelle Produktion und
Ausschüttung von Neuropeptid Y unterdrückt [Bonavera et al., 1994; Rosenkranz et al.,
1998].
Testosteron: Testosteron stimuliert die Nahrungsaufnahme und dämpft die Aktivität
der Lipoprotein-Lipase (LPL) im viszeralen Fettgewebe mittels spezifischer Androgen
Rezeptoren. Zudem wird durch Testosteron die Expression von b-adrenergen-
Rezeptoren verstärkt, was eine Katecholamin induzierte Lipid-Mobilisation bewirkt
[Rebuffe-Scrive et al., 1991]. Als Konsequenz der Testosteron-Wirkungen ist die bei
Männern mit dem Alter ansteigende abdominale Fettmasse bei sinkenden Testosteron-
Spiegeln zu sehen [Seidell et al., 1990]. Gegensätzlich dazu ist bei Frauen mit
zunehmendem Alter ein Ansteigen des Testosteron-Spiegels und der abdominellen
Fettmasse zu beobachten [Eva s et al., 1983]. Dieser widersprüchliche Verlauf scheint
aber in der bei älteren Frauen meist reduzierten Sekretion von Östrogen und Progesteron
begründet zu sein [Laatikainen et al., 1980].
3.3.5.Schilddrüse
Aus klinischer Erfahrung weiß man, dass eine Hyperthyreose wie auch eine
Hypothyreose mit Gewichtsänderungen einhergehen können. Physiopathologisch steht
eine Störung des Körperenergieumsatzes mit einem Hyper- oder Hypo-Metabolismus
im Vordergrund. So führt eine Hyperthyreose zu einer Gewichtsabnahme und eine
Hypothyreose umgekehrt zu einer Gewichtszunahme. Physiologischerweise existiert
auch bei diesen Hormonen ein Regelkreis mit negativer Rückkopplung:
Hypothalamus/TRH® ypophyse/TSH®Schilddrüse T3/ 4
Interessanterweise gehen Hyper- und Hypothyreose gehäuft mit psychopathologischen
Auffälligkeiten einher, vor allem mit Depressionen [König et al., 1999].
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3.3.6.„Uncoupling protein“
Entkoppler der Atmungskette (oxidative Phosphorylierung) sind Moleküle, die in der
inneren Mitochondrienmembran Kanäle bilden, die für Protonen durchgängig sind.
Unter Umgehung der ATP-Synthetase verursachen sie einen Kurzschluss des
Protonentransportes (Protonophoren). Die entkoppelte Atmungskette kann die
freiwerdende Energie nicht wie üblicherweise in Adenosintriphosphat speichern,
sondern gibt sie direkt als Wärmeenergie ab (Knallgasreaktion). Beispiele für eine
physiologische Entkopplung sind winterschlafhaltende Species, die durch ein
regulierbares Membranprotein (Thermogenin) zur Wärmegewinnung befähigt sind
[Kreutzig et al., 1994]. Auch der Mensch besitzt solche Proteine, die nach Aufbau und
Gewebelokalisation klassifiziert werden. Braunes Fettgewebe, in dem ausschließlich
uncoupling protein-1 lokalisiert ist, erlaubt Säuglingen die Wärmeerzeugung [Klaus et
al., 1991]. Braunes Fettgewebe wird im Laufe der ersten Lebensjahre zunehmend vom
weißen Fettgewebe ersetzt, welches diese Eigenschaft nicht besitzt. Jedoch werden
uncoupling Protein-2 und -3 in zahlreichen Geweben exprimiert [Gimeno et al., 1997;
Boss et al., 2000].
Interessanterweise äußerten Campbell und seine Gruppe 1999 in einer Untersuchung die
Vermutung, dass Mutationen im codierenden Bereich beider Proteine in Assoziation zur
Anorexia nervosa stünden. Mäuse, die uncoupling protein-3 überexprimierten, zeigten
eine Hyperphagie bei niedrigerem Gewicht als die Kontrolltiere [Clapham et al.,
2000].
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3.4. Kandidatengene
Die Regulation des Körpergewichts ist ein komplexer Vorgang, der durch viele
verschiedene periphere und zentrale Prozesse gesteuert wird. Relevante
Kandidatengene, die an der Gewichtsregulation beteiligt sind, wurden vorhergehend
kurz dargestellt. Einen Überblick über Studienergebnisse der vorgestellten Gene und
ihrer Polymorphismen an Patientinnen mit Anorexia nervosa gibt Tabelle 1.
Bei den untersuchten Genen wurden sowohl Mutationen / Polymorphismen mit
potentiell funktioneller Relevanz (Aminosäureaustausch in kodierenden Bereichen,
Promotermutationen) wie auch Mutationen / Polymorphismen ohne primäre
funktionelle Relevanz untersucht. Letztere wurden im Hinblick auf ein mögliches
Kopplungsungleichgewicht zwischen Mutation oder Polymorphismus und einer
relevanten Veränderung im regulatorischen bzw. kodierenden Bereich des Gens
untersucht.
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Tabelle 1: Kandidatengenuntersuchungen mit bekannten intragenischen Polymorphismen zur
Anorexia nervosa [Hinney et al., 2000]
Kandidatengene
Polymorphismus
bzw. genetischer
Marker
p-Werte für
Assoziation
bzw. TDT
Publikationen
Leptin -1387 G/A (Promoter) NS Hinney et al., 1998
Dopamin D3 RezeptorBal I Polymorphismus in Exon
1
NS Bruin-Slot et al., 1998
Dopamin D4 Rezeptor 13 bp Deletion (Exon1)
48 bp Repeat (Exon3)
NS
NS
Hinney et al., 1999
NPY Y 5 Rezeptor 1333 G/A (still) NS Rosenkranz et al.,
1998
NPY Y 1 Rezeptor Intronischer Pst I
Polymorphismus
NS Rosenkranz et al.,
1998
5-HT1Db Rezeptor Phe-124-Cys (Intron1) NS Hinney et al., 1999
5-HT2A Rezeptor -1438 A/G (Promoter) Siehe 3.2.3. UE Hinney et al., 1999
Thr-25-Asn NS
102 T/C (still) NS
516 C/T NS
His-452-Tyr NS
5-HT2C Rezeptor Cys-23-Ser NS Hinney et al., 1997
Nacmias et al., 1999
Burnet et al., 1999
Serotonintransporter 44 bp Del/Ins
(Promoter)
(Del`-1265-1221)
NS Hinney et al., 1997
Di Bella et al., 2000
Sundaramurthy et al.,
00
Tryptophanhydroxylase 1095 T/C (stumm) NS Han et al., 1999
Pro-opiomelanocortin Insertion von 9 bp zwischen
Codon 73 and 74
NS Hinney et al., 1998
MC4 Rezeptor Val-103-Ile NS Hinney et al.,
1999
Ile-251-Thr NS
Östrogen b-Rezeptor 1082 G/A (stumm) 0.04 nominal Rosenkranz et al.,
1998
1730 A/G (still) NS
b3-adreneger Rezeptor Trp-64-Arg NS Hinney et al., 1997
Agouti-related protein
(AGRP)
2 Polymorphismen 0,015 Vink et al.,
2001
Uncoupling protein 2,3Flankierende Mikrosatelliten
Marker
S für bestimmte
Allele z.B.
D11S911
Campbell et al.,1999
S: signifikant; NS: nicht signifikant; UE: uneinheitlich; TDT: transmission disequilibrium test;
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4. Identifizierung und Charakterisierung des obese-
Kandidatengens (Leptingen)
Die Identifizierung und Klonieru g des obese-Gens (Leptingen) [Zhang et al., 1994],
eines dieser Kandidatengene, seines Produktes Leptin, sowi  dessen Rezeptoren
erbrachte zahlreiche neue Erkenntnisse über die Gewichtsregulation.
1995 wurde die exakte Position 7q32 mittels „fluoreszenz-in-situ-hybridisierung“
bestimmt [Geffroy et al., 1995]. Das menschliche ob-Gen besteht aus 3 Exons und 2
Introns und überspannt einen Bereich von 18 Kilobasen [G ng t al., 1996].
5`-    - 3`
Abbildung 3: Aufbau des humanen Leptingens mit Größenangabe der jeweiligen Bereiche
Das ob-Gen wird vorwiegend in Adipozyten exprimiert und dient als Matrize für das
167 Aminosäuren umfassende Leptin. Die Aminosäuresequenz des menschlichen
Leptins entspricht zu 84 % der der Maus. Die ob-Boten-RNA (ob-mRNA) umfaßt bei
der Maus wie auch beim Menschen eine Größe von 4,5 kb. Das ob-Gen der Maus
befindet sich auf Chromosom 6 und ist an das MET-Onkogen gekoppelt. Dieses MET-
Onkogen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 7 [Masuzaki et al. 1995].
Aufgrund verschiedener Marker, die das ob-Gen flankieren und Homologe zu den
Markern des Maus- ob-Gens darstellen, vermutete Friedmann et al. 1991 die Position
7q31 für das menschliche ob-Gen.
Das erste Exon enthält die Transkriptionsstartstelle.  Das 2. und 3. Exon kodieren das
ob-Protein [Green et al., 1995; Isse et al., 1996].
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Promoterbereich des Leptingens, der für die
Regulation der Genexpression zuständig ist, untersucht, da Allelvariationen im
Promoter zu einer unterschiedlichen Transkriptionsrate führen könnten.
Aufwärts (in 5`-Richtung) der Transkriptionsstartstelle gelegen, stellt der Promoter
einen spezifischen DNA-Bereich da, der als Erkennungs- und Bindestelle für die RNA-
Polymerase dient. Darüberhinaus werden dem Promoter mit seinen unterschiedlichen
regulativen Bereichen transkriptionssteuernde Eigenschaften zugeschrieben.
Promoter
~ 3 kb
1. Exon
29 bp
1. Intron
10 kb
2. Exon
171 bp
2. Intron
1.9 kb
3. Exon
370 bp
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Im Einzelnen sind dies generelle Transkriptionselemente, die aus kurzen DNA-
Sequenzen bestehen, die ubiquitär vorkommenden Proteinen (Transkr ptionsfaktoren)
als Bindungsstellen dienen. Sie legen beispielsweise die Initiationsstelle fest, die mit der
RNA-Polymerase einen Bindungskomplex bildet, der den Startpunkt korrekt terminiert
[Lewin, 1998].  Sequenzen solcher Art sind evolutionär konserviert, welches die
Bedeutung für die Funktion der Gene unterstreicht.
Daneben existieren spezifische Erkennungssequenzen, die als genspezifische
Transkriptionsfaktorenbindungsstellen zu verstehen sind, und zelltypische Funktionen
initiieren.
Tabelle 2: Promoteranalyse des humanen Leptingens
Erkennungs-
elemente
DNA-
Sequenzen
Transkriptions-
faktoren Eigenschaften
TATA-BOX TATAAA TFIID
(transcription factor
class II genes )
Ausrichtung der RNA-
Polymerase an definierter Stelle
für den Transkriptionsstart
GC-BOX GGGCGG SP-1 Transkriptionsstimmulierung
CAAT-BOX
CCAAT
mehrere, z. B.
 C/EBP
(CAT-enhancer
binding protein)
Transkriptionskoordinierung und
-verstärkung adipozyten-
spezifischer Gene während der
Adipozytendifferenzierung
CRE
GTGACG
TA/CCA/G
CREB
(cAMP response
element)
Kofaktor in Genen, die durch
cAMP aktiviert werden
[Cornelius et al., 1994; Passarge, 1994; Knippers, 1995; Strachan et al., 1996; Miller et
al., 1996; Lewin, 1998]
4.1. Das obese Gen-Produkt: Leptin
Leptin besteht aus 167 Aminosäuren und zirkuliert sowohl gebunden, als auch
ungebunden als  Monomer im Plasma. Wie bei Mäusen, so enthält es auch beim
Menschen eine funktionelle Signalsequenz, die mutmaßlich für die Sekretion des
Proteins verantwortlich ist [Zhang et al., 1994].
Leptin wird posttranslationell nicht mehr modifiziert [Cohen et al., 1996a], und die
Analyse der Kristallstruktur weist es als Mitglied der Zytokin-Familie mit vier bis fünf
helikalen Segmenten aus [Madej et al., 1995; Zhang et al., 1997].  Als Syntheseorte
wurden vor allem das Fettgewebe, aber auch Placenta und Gehirn identifiziert, von wo
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es anschließend in die Blutbahn sezerniert wird [Masuzaki et al., 1997; Elsner et al.,
1998]. Die Sekretion erfolgt pulsatil [Licinio et al.,1997] und einer zirkadianen
Rhythmik folgend, wobei nachts der Spiegelhöhepunkt erreicht wird [Sinha et al.,
1996]. Im Blut erfolgt der Transport an verschiedenen Bindungsproteinen [Houseknecht
et al., 1996]. Renal eleminiert wird Leptin über glomeruläre Filtration und
nachfolgender Metabolisierung in den Nierentubuli [Cumin et al., 1997].
4.2. Der Leptinrezeptor
Den Wirkungsort für Leptin bildet der L ptin-Rezeptor, dessen Gen (OB-R) 1995
von Tartaglia et al. zum erstenmal aus Mäuse-Choroid isoliert und cloniert wurde. Es
handelt sich um ein Mitglied der Zytokin-Rezeptor-Familie, und es existieren
mindestens fünf verschiedene Splicevarianten des Rezeptors, für die das OB-R-Gen
kodieren. Eine der Spliceformen, OB-Rb, wird im hohen Maße im Hypothalamus und
nur vereinzelt in anderen Geweben exprimiert [Ghilardi et al., 1996; Lee et al., 1996].
Diese Isoform des Rezeptors besitzt, im Gegensatz zu den anderen vier Formen, eine
lange zytoplasmatische Region mit verschiedenen für die Signaltransduktion wichtigen
Domänen [Tartaglia et al., 1995; Lee et al., 1996; White et al., 1997].
1998 wurde von Clement et al. eine Mutation im menschlichen Leptin-Rezeptor Gen
identifiziert. Ein homozygoter GuaninàAdenin Basenaustausch in Exon 16 des
Leptin-Rezeptor-Gens (ob-R) führte bei drei Schwestern im Alter von 13 und 19
Jahren zu einem verkürzten Leptin Rezeptor, dem die transmembrane und intrazelluläre
Domäne fehlt. Die drei Probandinnen hatten ein normales Geburtsgewicht, entwickelten
aber schon in den ersten Lebensmonaten eine Hyperphagie und weisen mittlerweile
BMI´s zwischen 52,5 und 71,5 kg/m2 auf [Clement et al., 1998]. Zusätzlich zur früh
einsetzenden Adipositas fehlt bei den Probandinnen das Einsetzen der Pubertät, und die
Sekretion der Wachstumshormone und des Thyreotropins ist vermindert. Weitere
Geschwister und die Eltern der Probandinnen zeigen als heterozygote Träger der
Mutation eine normale Gewichts- und Pupertätsentwicklung. Dies lässt vermuten, dass
nur das Fehlen beider funktionstüchtiger Allele die Gewichtsregulation phänotypisch
beeinflusst.
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4.3. Untersuchungen auf Kopplung und Assoziation von Anorexia
 nervosa zum Leptingen
Im menschlichen Organismus besteht eine signifikant hohe Korrelation zwischen
Körperfettmasse und dem Plasma-Leptin-Spiegel. Die Vermutung, dass die Höhe des
Leptin-Plasma-Spiegels für das gewichtsregulatorische Zentrum das F edback-Signal
über die Körperfettmasse darstellt und damit den afferenten Schenkel im Regelkreis
KörperfettàHypothalamusàNahrungsaufnahme bzw. Energieverbrauch bildet, wurde
durch die Erkenntnisse erhärtet, die man aus den verschiedenen Mausmodellen gewann.
Allerdings konnte die Mutation, die im Mäuse-ob-Gen zu einem Stop-Codon führt, im
menschlichen ob-Gen nicht nachgewiesen werden. Im menschlichen ob-Gen wären
zwei Nukleotid-Substitutionen notwendig, um das an Codon 105 produzierte Arginin in
ein Stop-Codon zu verwandeln [Considine et al., 1995].
Bereits 1996 konnten verschiedene Gruppen Kopplu g extremer Adipositas zur
menschlichen Leptingenregion nachweisen [Reed et al., 1996; Clément et al., 1996].
Nachdem zunächst verschiedene signifikante Korrelationen zwischen Plasma-Leptin-
Spiegel und Body-Mass-Index [Considine et al.,1995; Lonnqvist et al., 1995; Weigle et
al., 1997] für eine Rolle des Leptins bei der Gewichtsregulation sprachen und gezeigt
werden konnte, dass Patientinnen mit Anorexia nervosa gegenüber
gewichtsgematchten Kontrollen stark erniedrigte Serumleptinspiegel auffwiesen
[Hebebrand et al., 1995, 1997], genotypisierte die klinische Forschergruppe 58 Trios
bestehend aus einer Indexpatientinn mit dieser Essstörung und ihren Eltern mit den
Mikrosatellitenmarker D7S1875 und D7S504. Da hier nur vereinzelte Befunde anderer
Gruppen vorlagen, wurde der häufigste in diesem Kollektiv vorkommende Haplotyp
(145-214) für die Kopplungsanalyse benutzt. Es fand sich kein Hinweis auf ein
Kopplungsungleichgewicht der beiden Mikrosatellitenmarker zur Anorexia nervosa.
Zeitlich parallel zu diesen ersten Kopplungsanalysen der Klinischen Forschergruppe
zwischen Leptin und Anorexia nervosa wurden 1997 die ersten Mutationen im
Leptingen beschrieben:
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1. Die Arbeitsgruppe um Montague beschrieb zwei verwandte ext em adipöse Kinder
mit extrem niedrigen Plasma-Leptin-Spiegeln, die beide homozygot für die Deletion
einer Guanin-Base in Codon 133 des ob-Gens sind, was schließlich zu einer
Leserasterverschiebung (frame-shift) und einem Stop-Codon führte. Beide Kinder
hatten ein normales Geburtsgewicht, entwickelten aber ab dem 3. Lebensmonat eine
Hyperphagie und Adipositas. Das Mädchen wog im Alter von 9 Jahren 94,4
Kilogramm bei 59 % Fettmasse, ihr Cousin im Alter von 2 Jahren 29 Kilogramm bei
54 % Fettmasse. Die für die Mutation heterozygoten Eltern und Geschwister zeigen
keine Anzeichen einer extremen Adipositas [M n gue et al., 1997].
Die Arbeitsgruppe um Farooqi behandelte 1999 das Mädchen im Alter von neun
Jahren mit rekombinanten Leptin subcutan über ein Jahr.  In diesem Zeitraum verlor
die Patientin 16,4 kg Gewicht und reduzierte ihren prozentualen Fettanteil auf 52%.
Ermöglicht durch Appetitverlust konnten eine negative Energiebilanz, die
Gewichtsreduktion und konsekutiv ein Mobilitätsgewinn erreicht werden.
Darüberhinaus kam es zum Ende der Therapie zu einem frühpubertären pulsatilen
Ausschüttungsmuster der Gonadotropine, welche für eine normale Ausbildung der
Geschlechtsreife notwendig ist.
2. Strobel et al. fanden 1998 bei einem türkischen Patienten sehr niedrige Plasma-
Leptin-Spiegel in Kombination mit einem Body-Mass-Index von 55,8 kg/m2. Die
molekulargenetische Untersuchung zeigte einen CytosinàThymin
Basenaustausch der im Codon 105 des ob-Gens zu einem Aminosäureaustausch
Argininà Tryptophan führte. Der Cà T Basenaustausch führte außerdem zu einer
neuen Restriktionsschnittstelle, was es Strobel et al. ermöglichte, die gesamte
Familie des Mutationsträger auf diese Mutation hin zu screenen. Es wurden zwei
weitere homozygote Mutationsträger entdeckt, die beide relativ zu ihrem erhöhten
BMI erniedrigte Plasma-Leptin-Spiegel und eine extreme Adipositas aufwiesen. Da
zwei der drei Mutationsträger Erwachsene waren, konnten erstmals Rückschlüsse
auf die Reproduktionfähigkeit im Zusammenhang mit ob-Gen-Mutationen beim
Menschen gezogen werden. Die weibliche erwachsene Mutationsträgerin zeigte eine
primäre Amenorrhoe, und der männliche erwachsene Mutationsträger trat nie in die
Pubertät ein, sondern zeigte die klinischen Merkmale eines Hypogo adismius:
keinen Bart, spärliche Pubes- und Axillarbehaarung, Gynäkomastie, kleiner Penis
und Hoden [Strobel et al., 1998].
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Die gefundenen Mutationen sprachen für eine Beteiligung des Leptins an der
Gewichtsregulation. Die 2. Mutation des Leptin-Gens und eine Mutation im Leptin-
Rezeptor-Gen ließen zusätzlich eine Notwendigkeit des Vorhandenseins von Leptin zur
Initiierung der menschlichen Pubertät vermuten.
4.4. Leptin und Anorexia nervosa/ Stand der Forschung
Die Ergebnisse der Erforschung des obese-Genproduktes, die Bedeutung für eine
Gewichtsstörung im Sinne einer Anorexie haben, sollen im Folgenden dargestellt
werden.
¨ Bei Patientinnen mit Anorexia nervosa liegt im Akutstadium ein gegenüber
Kontrollen deutlich erniedrigter Serumleptinspiegel vor. Die Kontrollen wurden für
Alter, Geschlecht, BMI und/oder prozentualen Anteil der Fettmasse am
Gesamtkörpergewicht gematcht [Hebebrand et al., 1995, 1997; Grinspoon et al.,
1996].
¨ Unter der therapeutisch induzierten Gewichtszunahme kommt es zunächst zu einem
langsamen Anstieg der Leptinsekretion. Nach diesem initialen Anstieg bedingen
bereits kleine weitere Gewichtszunahmen deutliche Anstiege der Leptinspiegel.
Nach Zunahme von ca. 10 kg innerhalb von ca. 100 Tagen bewegen sich die
Serumleptinspiegel deutlich ober al  des Referenzbereichs [Hebebrand et al., 1997;
Ballauff et al., 1999].
¨ Bei Patientinnen mit Anorexia nervosa ist nach Kaye und Mitarbeitern (1986) die
Energieaufnahme im Akutstadium im Verhältnis zur Körperfläche erniedrigt, nach
kurzzeitiger Gewichtsnormalisierung erhöht und bei langfristiger
Gewichtsstabilisierung ähnlich zu Kontrollen. Die Leptinsekretion im Verlauf einer
Anorexie verläuft hierzu parallel ab [Hebrand et al., 1997].
¨ Die exogene Applikation von Leptin führt bei fastenden Mäusen und Ratten zu einer
Abschwächung der hormonellen Umstellung auf den Semistarvationszustand
(Hypothalmus-Hypophysen-Gonaden-, -Schilddrüsen- und Nebennierenrinden-
Achsen; Somatotropin-Achse) [Ahima et al., 1996]. Letztlich wird Cort sol
hochreguliert, FSH, LH, T3 und T4 hingegen herabreguliert.
¨ Die Infertilität der weiblichen ob/ob Mäuse (Leptin-defizient) und die partielle
Infertilität bei den Männchen kann erfolgreich durch exogene Applikation von
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Leptin behoben werden [Chehab et al., 1996; Barash et al., 1996]. Es kommt unter
der Behandlung zu einer Gewichtszunahme des Uterus, der Ovarien bzw. der
Samenvesikel und zur Ausbildung eines normalen histologischen Befunds der
vorgenannten Organe.
¨ Die Applikation von Leptin induziert bei Mäusen und Ratten die vorzeitige
Geschlechtsreife [Chehab et al, 1997; Aubert et al., 1997]. Während die Befunde
von Frisch und Mitarbeitern (1970), wonach es eine kritische Fettmasse für das
Auftreten der Menarche gibt, von anderen Untersuchern nicht bestätigt werden
konnten [Hebebrand et al., 1996], scheint dem Leptin (und somit doch indirekt auch
der Fettmasse) eine entscheidende Bedeutung für die Geschlechtsreifung zu
zukommen.
¨ Erhöhte Leptinspiegel führen bei Mädchen zu einer vorgezogenen Menarche
[Matkovic et al., 1997]. Demgegenüber ist bei anorektischen Patientinnen die
auftretende primäre oder sekundäre Amenorrhö mit niedrigen Leptinspiegeln
assoziiert. Zur Wiedererlangung einer Mensis muss ein Leptinschwellenwert
zeitlich begrenzt überschritten werden, um eine ausreichende Produktion des
Luteinisierenden Hormons (LH)  sicherzustellen [v. Prittwitz et al., 1997; Audi et
al., 1998; Ballauff et al., 1999].
¨ Bei untergewichtigen Studentinnen (BMI < 15. Perzentile) sagt ein niedriger
Leptinspiegel (< 1,85 ìg/l) das Auftreten einer Amenorrhoe von mindestens
dreimonatiger Dauer voraus [Köpp et al., 1997]. BMI und Prozent Fettmasse haben
nicht diesen prädiktiven Wert.
¨ Bei Patientinnen mit Anorexia oder Bulimia nervosa trennt der Leptinspiegel von
1,85 ìg/l weitgehend amenorrhoeische von nicht-amenorrhoeischen Patientinnen
[Köpp et al., 1997]. Dies bedingt zugleich, dass dieser Spiegel weitgehend
Patientinnen mit Anorexie von denen mit Bulimie trennt.
¨ Die über vier Wochen nach stationärer Aufnahme gemittelten Serumspiegel für
FSH, LH, Progesteron und Östradiol zeigen einen Zusammenhang zu dem bereits
vorgenannten Leptinspiegel von 1,85 ìg/l: Mit Ausnahme des Progesterons
korrelieren bei Patientinnen mit Anorexia nervosa alle über die initialen vier
Wochen der stationären Therapie gemittelten Hormonwerte mit dem ebenfalls in
den ersten vier Wochen gemittelten log10 Leptinspiegel. Bei den essgestörten
Patientinnen, die einen gemittelten log10 Leptinspiegel > 1,85 hatten, zeigte sich
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keinerlei Zusammenhang zwischen den vorgenannten Hormospiegeln und dem
Leptinspiegel [Köpp et al., 1997].
¨ Fasten, bzw. eine vorübergehende Einschränkung der Energiezufuhr, bedingt im
Tierversuch und beim Menschen einen raschen Abfall der Leptinsekretion [Sinha et
al., 1996; Kolaczynski et al., 1996, Boden et al., 1996; Blum et al., 1997] und eine
Aktivierung der Nebennierenrinde über erhöhte CRF und ACTH Freisetzung. Nach
24-stündigem Fasten beträgt der Serumleptinspiegel ca. 50 % des Ausgangswertes.
Dieser Abfall der Leptinsekretion stellt sich ein, obwohl das Fasten über diesen
Zeitraum nur einen minimalen Gewichtsabfall bedingt. Ein Zusammenhang mit
Insulin erscheint wahrscheinlich [Blum et al., 1997].
¨ Eine eintägige Überernährung (100kcal/kg Körpergewicht) führt zu einem Anstieg
des Serumleptinspiegels um ca. 40 % [Kolaczynski et al., 1996]. Diese erhöhte
Leptinsekretion ist nicht auf eine Zunahme des Körpergewichts zurückzuführen. Bei
einer Gewichtszunahme um 10 % innerhalb von fünf Wochen mit anschließendem
Gewichthalten über weitere zwei Wochen ist der Leptinserumspiegel um ca. 300 bis
400 % höher als der Ausgangswert.
¨ Bei untergewichtigen Frauen lässt sich eine negative Korrelation zwischen dem
Ausprägungsgrad des gezügelten Essverhaltens und dem Serumleptinspiegel
feststellen  [v. Prittwitz et al., 1997]. Der Punktwert der Subskala „Drive for
Thinness“ vom Eating Disorders Inventory [Garner et al., 1983] korrelierte
wiederum signifikant mit Leptinspiegeln untergewichtiger Studentinnen.
¨ Pima Indianer, die initial nach Korrektur für Prozentfettmasse und Geschlecht einen
niedrigen Leptinspiegel zeigten nahmen in den drei darauffolgenden Jahren deutlich
stärker zu als solche Probanden mit initial hohen Leptinspiegeln [Ravussin et al.,
1997]
¨ An Hand einer Kasuistik konnte gezeigt werden, dass Essattacken und Erbrechen
keinen Einfluss auf die Leptinsekretion bei einer Patientin mit Bulimia nervosa
haben [Herpertz et al., 1997].
¨ Der zirkadiane Rhythmus der Leptinsekretion [Sinha et al., 1996] ist bei
Patientinnen mit Anorexia nervosa im Akutstadium abgeschwächt [Herpertz et al.,
1998] bzw. nicht nachweisbar.
¨ Die Leptinsekretion erfolgt pulsatil. Im Abstand von ca. 30 Minuten lässt sich im
Serum ein Nadir nachweisen, wobei der Unterschied zum maximalen Wert ca. 80 %
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beträgt [Licinio et al., 1997].
¨ Clopazin, ein atypisches Neuroleptikum, führt über die Erhöhung der Energiezufuhr
zum Anstieg der Leptinspiegel [Brömel et al., 1998]. Es wird eine durch die
Medikamenteneinnahme getriggerte Appetitsteigerung als Ursache vermutet.
¨ Im Blut gelöste Leptinrezeptoren haben bei Patientinnen mit Anorexia nervosa eine
höhere Konzentration als bei gesunden Vergleichsprobandinnen. Die gelösten
Rezeptoren entsprechen in ihrem Aufbau der extrazellulären Komponente der
membrangebundenen Isotypen der Leptinrezeptoren. Sie fungieren mutmaßlich als
leptin-binding-proteins im Plasma. Es konnte eine negative Korrelation zwischen
der Rezeptorkonzentration und dem BMI nachgewiesen werden [Jiskra et al., 2000].
¨ Am Rattenmodel konnte gezeigt werden, dass eine durch Semi-Starvation bedingte
Hyperaktivität mit niedrigen Leptinspiegeln einhergeht. Wurde den Versuchstieren
Leptin exogen appliziert, so sistierte die Hyperaktivität [Exner et al., 2000]. Ähnlich
stuften ebenfalls Patientinnen mit Anorexia nervosa ihre oftmals empfundene
motorische Hyperaktivität nach Gewichtsaufbau und damit gestiegenen
Leptinserumwerten als deutlich reduziert ein. Somit könnte eine Hypoleptinämie die
Hyperaktivität mitverursachen, die häufig als Symptom bei der Anorexia nervosa
auftritt.
¨ Im Laufe einer Schwangerschaft steigen die Leptinspiegel im Blut der Mutter
kontinuierlich an. Nach Geburt des Kindes fallen die Werte zügig ab [Schubring et
al., 1998]. Bereits im Nabelschnurblut lassen sich Leptinspiegel messen, die mit
dem Körpergewicht und der Fettmasse des Feten bzw. Neugeborenen assoziiert sind
[Mantzoros et al., 1997]. Leptin wird dabei sowohl vom fetalen Gewebe als auch
von der Placenta produziert [Masuzaki et al., 1997]. Während der Schwangerschaft
wirkt Leptin stimulierend auf die Proliferation und Differenzierung von
Dottersackzellen, fetalen Lebrzellen und hämatopoetischen Vorstufen [Ozata et al.,
1999].
Eine Übersicht zu den neuroendokrinen Reaktionen auf Starvation und die Regulation
des Körpergewichtes gibt Kapitel 3. Neben Leptin finden NPY, katabole
hypothalamische Regelkreise z. B. Serotonin, Corticotropin-Releasing Factor,
Melanocortin, á-Melanozten stimulierendes Hormom und die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achsen Beachtung. Hieraus ergibt sich, dass die
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Adaptation an eine Semi-Starvation physiologisch komplex erfolgt. Gerade Patientinnen
mit Essstörungen können helfen, die Bedeutung der relevanten Regelkreise zu erfassen.
4.5. Ziel der Arbeit
Die Klonierung des obese Gens von Zhang et al. 1994 legte den Grundstein für eine
Renaissance in der Erforschung der Gewichtsregulation; weltweit beschäftigen sich
mittlerweile zahlreiche Gruppen mit physiologischen und pathophysiologischen
Aspekten des Leptins. Bedingt durch den Ansatz, die Anorexia nervosa als eine Störung
der Gewichtsregulation aufzufassen, interessierte sich die Klinische Forschergruppe
bereits unmittelbar nach Klonierung des obese Gens für die Bedeutung des Genprodukts
für die Anorexia nervosa.
Die Klinische Forschergruppe untersuchte zunächst den kodierenden Bereich des
Leptingens [Hinney et al., 1998]. Hierbei wurden zwei neue Varianten entdeckt (Ser-91-
Ser, Glu-126-Gln) sowie eine bereits zuvor detektierte (Val-110-Met) bestätigt.
Diese Polymorphismen erschienen jedoch ohne funktionelle Relevanz, so dass der
Promoterbereich des Leptingens, welcher für die Regulation der Genexpression
zuständig ist, in den Blickpunkt neuerlicher Untersuchungen rückte.
Die Sequenz des Promoterbereichs bis ca. 3 kB vor dem Leptingen war bereits zur Zeit
der praktischen Durchführung dieser Arbeit bekannt (bis –2922 bp vor dem Start der
Leptin mRNA). Diese Sequenz enthält mehrere putative Bindungsstellen für
Transkriptionsfaktoren, u. a. für CCAAT/enhancer-binding protein, ein cAMP
response element und ein Glukocorticoid responsives Element [Gong et al., 1996;
Miller et al., 1996; Mason et al., 1998].
Allelvariationen im Promoter könnten zu einer unterschiedlichen Transkriptionsrate
führen und daher für  den individuellen  Leptinspiegel mitverantwortlich sein. Somit
könnten Allelvariationen mit dem Phänotyp der Anorexia nervosa assoziiert sein.
Basierend auf dieser Grundlge wurde die Arbeitshypothese dieser Arbeit formuliert:
„Polymorphismen im Promoterbereich führen zu einer Dysregulation der
Leptinsekretion. Daher können einzelne Allele derartiger Polymorphismen mit dem
Phänotyp der Anorexia nervosa assoziiert sein.“
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Ein Teil dieses erweiterten Promoters  wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels SSCA
untersucht. Dieser untersuchte Bereich liegt ca. 1,3 kB (-1231 – 1459) vom 5‘-Ende des
Leptingens entfernt. Es konnte ein Polymorphismus detektiert werden (G-1387A),
der mit einer hohen Frequenz (ca. 0,50) bei allen untersuchten Probanden (Adipöse,
Untergewichtige und Patienten mit AN) zu finden ist [Hinney et al. 1998]. Ihm liegt ein
Basenaustausch von G zu A zugrunde. Zusätzlich untersuchte die Klinische
Forschergruppe einen beschriebenen Promoter Polymorphismus (C-2549A,
Frequenz: 0,44; Mammés et al., 1998) mittels PCR-RFLP .  Ihm liegt ein
Basenaustausch von C®A zugrunde. Dieser Basenaustausch liegt in der
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Hi  6.1, welches das mutierte Allel nicht
schneiden kann.
Ziel der Arbeit war es, nach Erarbeitung und Optimierung der Bedingungen für PCR,
DNA-Digestion und SSCA, die Allelverteilungen beider Polymorphismen im
Untersuchungs- und Vergleichskollektiv zu bestimmen.
Hiernach wurden die Ergebnisse mittels c2-Test auf Assoziation zum Phänotyp der
Anorexia nervosa untersucht. Darüberhinaus sollte ein etwaiges
Kopplungsungleichgewicht mittels des Transmissions disequilibrium tests (TDT)
nachgewiesen werden.
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 MATERIAL UND METHODEN
1. Rekrutierung
Patientinnen mit Anorexia nervosa :
· DSM-IV Kriterien für Anorexia nervosa
· Rekrutierungseinrichtungen :
1.) Klinik für Psychiatrie und Psychotherapie des Kindes- und  Jugendalters der
Philipps- Universität Marburg : 27 Patientinnen
2.) Arbeitsgemeinschaft „ Genetik in der Kinder- und Jugendpsychiatrie ² (Prof.
Lehmkuhl , Prof. Poustka , Prof. Schmidt) , Kinder- und Jugendpsychiatrien der
Universitätskliniken Köln, Frankfurt, Mannheim: 76 Patientinnen
3.) Prof. Herpertz - Dahlmann: 34 Pat.
4.) Innere Medizin , Heidelberg (PD Dr. Herzog): 10 Patientinnen
Þ Insgesamt 147 Patientinnen mit Anorexia nervosa, von 66 Indexprobanden liegt
auch die DNA beider Eltern  vor (66 Trios).
Untergewichtige:
Die untergewichtigen Probanden mussten folgende Kriterien erfüllen, um in die
Untersuchungsreihe aufgenommen zu werden:
1. Kriterien: Der BMI durfte das 15. Altersperzentil nicht überschreiten.
2. Es sollten keine somatischen Störungen vorliegen.
3. Der Zigarettenkonsum sollte nicht mehr als 10 Stück pro Tag betragen.
Die 160 Probanden rekrutierten sich aus der Studentenschaft der Universität Marburg.
Alle Probanden gaben vor Studienbeginn ihre schriftliche Zustimmung zur Teilnahme
an den Untersuchungen. Bei Minderjährigkeit wurde die Zustimmung durch die
Erziehungsberechtigten erteilt.
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2. Chemikalien
Auflistung der verwendeten Chemikalien und der jeweiligen Bezugsfirmen. Alle
gebräuchlichen Chemikalien und nicht anders erwähnten Chemikalien wurden von den
Firmen Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe;  Sigma, Steinbach; Mallinckrodt Baker
B.V.,Deventer, Niederlande; Riedel-de Haen, Seelze  und Braun, Melsungen bezogen.
Tabelle 3: Spezielle Chemikalien und ihre Bezugsquellen
Chemikalien Firma, Ort, Land
Acrylamid plusone 40 % PAGE (Acryl) Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Acrylease Statagene, Heidelberg, D
Agarose NEEO Roth, Karlsruhe, D
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe, D
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma, Deisenhofen, D
123 Bp DNA Ladder GibcoBrL (Life Technologies),
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, D
dNTP-Mix Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe, D
Ficoll 400 Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Long Ranger 50 % FMC, Rockland, USA
low DNA Mass Ladder Gibco BRL, Eggenstein, D
Methylenebisacrylamid plusone 2 % (Bis)Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Polyethyleneglycol 600 (PEG 600) Sigma, Deisenhofen, D
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, D
Sequenzierungskit Amersham, Pharmacia, Biotech, Freiburg, D
Sodiumdodecylsulphat (SDS) Roth, Karlsruhe, D
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma, Steinbach, D
TrisHCl USB, Cleveland, USA
Urea plusone (Harnstoff) Amersham, Pharmacia, Biotech, Freiburg, D
Xylenzyanol Merck, Darmstadt, D
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2.1. Puffer und Lösungen
Auflistung der verwendeten Puffer, ihrer Zusammensetzung und Konzentrationen.
Alle Puffer und Lösungen wurden mit bidestilliertem Wasser (Bidest) angesetzt.
2.1.1. Puffer
Tabelle 4: Red cell lysis buffer (RCLB), pH 7,6
Reagenz Stammkonzentration g/1000 ml Bidest
TrisHCl 10 mM 1,21
MgCl2 5 mM 1,02
NaCl 10 mM 0,58
Tabelle 5: SE-Puffer (pH 8)
Reagenz Stammkonzentration g/1000 ml Bidest
NaCl 75 mM 4,39
Na2EDTA 25 mM 8,41
Tabelle 6: TE-Puffer (pH 8)
Reagenz Stammkonzentration g/1000 ml Bidest
TrisHCl 10 mM 1,21
Na2EDTA 1 mM 0,34
Tabelle 7: TAE-Puffer
Reagenz Konzentration
TrisHCl 0,04 M
Eisessig 0,114 %
EDTA 0,01 M
Tabelle 8: 10 x TBE-Puffer (pH 8)
Reagenz Menge pro Liter
TrisHCl 154,5 g
Borat 26,2 g
Na2-EDTA 9 g
Bidest 810 g (einwiegen)
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Tabelle 9: Gel-Ladungspuffer
a)  für Agarose-Gele
Reagenz Konzentration
Bromphenolblau 0,25 %
Xylenzyanolblau 0,25 %
Ficoll 15 %
b)  für SSCA-Gele
Reagenz Konzentration
EDTA (0,5 M) 40 %
Formamid, deionisiert 20 %
Glyzerin 10 %
Bromphenolblau 0,5 %
Xylenzyanolblau 0,5 %
Tabelle 10: Puffer Violett
Chemikalien Konzentration
Tris HCl 0,01 M
MgCl2 0,005M
NaCl 0,1 M
DTT 0,001M
BSA 10%
Der Puffer Violett wurde gebrauchsfertig von der Firma Eurogentec Bel S.A.,
Seraing, Belgien bezogen.
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Tabelle 11: 10 x PCR-Puffer
Puffer-Nr. TrisHCl (mM) pH MgCl2 (mM) KCl (mM)
1 100 8,3 15 250
2 100 8,3 15 750
3 100 8,3 35 250
4 100 8,3 35 750
5 100 8,8 15 250
6 100 8,8 15 750
7 100 8,8 35 250
8 100 8,8 35 750
9 100 9,2 15 250
10 100 9,2 15 750
11 100 9,2 35 250
12 100 9,2 35 750
Außerdem: TAQ-10 x Puffer, magnesiumfrei der Firma MWG/Biotech, Ebersberg
2.1.2. Sonstige Lösungen
Tabelle 12: Pronase-Reaktionsmix (DNA-Extraktion)
Reagenz eingesetzte Menge
SE-Puffer 5 ml
Pronase E (10 mg/ml) 25 ml
SDS (10 %) 500 ml
Tabelle 13: Master-Mix
Reagenz Konzentration
TrisHCl (pH 8) 20 mM
EDTA (pH 8) 250 nM
                                                                                   Material und Methoden
40
Tabelle 14: 10 x Puffer für PCR-Optimierung
Auflistung der verwendeten Lösungen und ihrer Konzentrationen:
Lösungen
Eigesetzte Menge
pro 25 ml-Ansatz
Konzentration im
PCR-Reaktionsmix
Formamid (100%) 1,25 ml 5 %
DMSO (100%) 1,25 ml 5 %
Glycerol (100%) 3,75 ml 15 %
(NH4)2SO4 (375 mM) 1,0 ml 15 mM
BSA (20mg/ml) 1,5 ml 1,28 mg/ml
Tabelle 15: Lösungen zum Färben
a) der Agarose-Gele
Reagenz Konzentration
Ethidiumbromid (1 %) 10 mg/ml
b) der SSCA-Gele
Reagenz Konzentration
AgNO3 120 mM
NaCO3 1,4 M
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2.2.  Enzyme
Die DNA-Digestion wurde mit dem Restriktionsenzym Hin 6.1 durchgeführt, welches
über die Firma Eurogentec Bel S.A., Seraing, Belgien bezogen wurde.
Tabelle 16: Restriktionsenzym
Name KonzentrationErkennungssequenzSchnittstelle Donor-Bakterium
Hin
6.1
8-12 Units/ml 5`...G¯CGC...3`
3`...CGC­G...5`
-2549
Leptingen-
promotor, Wildtyp
wird geschnitten
Haemophilus
Influenza RFL 6
Tabelle 17: Sonstige Enzyme
Enzym Konzentration Hersteller
Taq-Polymerase 4 U/µl MWG, Ebersberg, D
Pronase E 10 mg/ml Sigma, Deisenhofen, D
2.3.  Primer
Zur Herstellung der gewünschten DNA-Fragmente mittels PCR wurden folgende
Primer ausgewählt und über die Firma MWG/Biotech, Ebersberg gebrauchsfertig
bezogen.
Tabelle 18: Oligonukleotid-Primer
Name Sequenz Größe Konzentration
-1387 F
OB-pro-2F
5´ CTTTTACAAATGTAGAAACC 3` 20-mer 50 pmol/ml
-1387 R2
 OB-pro-2R
5` AGGAGAATGGCTTGAACC 3` 18-mer 50 pmol/ml
-2549 F 5` AATGCAAATTTCCTGTAATTTT 3` 22-mer 50 pmol/ml
-2549-R 5` ATGTTCAAAATTTATGTTCCTC 3` 22-mer 50 pmol/ml
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3. Geräte
Tabelle 19: Geräte
Bezeichnung Modell Hersteller
DNA-Thermocycler Geneamp PCR-System
9600
Perkin Elmer, Weiterstadt
DNA-Thermocycler Geneamp PCR-System
2400
Perkin Elmer, Weiterstadt
DNA-Thermocycler Touch Down Hybaid
Drehschieberpumpe RZ- 2 Vacuubrand, Gießen
Horizontalelektrophorese GE-A2 AGS, Heidelberg
Kamera GDS-System Polaroid
Kältefalle MC-2L Uniequip, Frankreich
Kühlzentrifuge Megafuge Heraeus, Hanau
Mikroliterspritze 802, 25ml Hamilton, USA
Photometer Genequant II Pharmacia/Biotech, Freiburg
Pipetten Finn Labsystem, Helsinki, Finnland
Power Supply E 452 Consort, Turnhout, Belgien
Schüttelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel
UV-Lichtquelle Hoefer, Mighty Bright San Francisco, USA
Verticalelectrophorese SE 600 Hoefer, San Francisco, USA
Vortex Minischüttler IKA Works, Staufen
Zentrifugen Biofuge 13/ Labofuge 400E Heraeus, Hanau
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4. Methoden
4.1. DNA-Extraktion
Um bestimmte DNA-Fragmente mittels PCR amplifizieren zu können, musste die
DNA zunächst aus dem Untersuchungsmaterial extrahiert werden. Dazu kann
theoretisch jede Zelle verwendet werden, sofern sie einen Zellkern besitzt. In unserem
Fall wurde die DNA aus den Leukozyten des Vollblutes (EDTA) gewonnen.
Durchführung der DNA-Extraktion
Die Durchführung erfolgte entsprechend einem modifizierten Protokoll von Miller et al.
(1988).
Dieses Protokoll ist für 10-25 ml Vollblut geeignet. Zur DNA-Isolierung kann sowohl
natives als auch tiefgefrorenes Vollblut verwendet werden. Eine höhere DNA Ausbeute
ist jedoch mit nativem Blut zu erwarten.
In einem 50 ml Falcon-Tube wurden 10-20 ml Vollblut mit 30 ml eiskaltem Lysepuffer
vermischt und für 15 min auf Eis inkubiert. Nach der Lyse der Erythrozyten wurden die
Leukozyten durch 10-minütige Zentrifugation bei 4°C und 4000 rpm
(Ausschwingrotor #8155, Heraeus Megafuge 2.0 R) sedimentiert. Der Überstand wurde
durch Dekantieren verworfen und das verbleibende Leukozytensediment mit 25 ml
Lysepuffer gewaschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation. Das Pellet wurde in 5,5 ml
Aufnahmepuffer aufgelöst und über einen Zeitraum von 10-12 h bei 37°C schüttelnd im
Wasserbad inkubiert. Um den proteolytischen Abbau weiter zu verstärken, schloss sich
nach Zugabe von 5 ml Aufnahmepuffer eine weitere Inkubation für mindestens 10 min
bei 55°C an. Die nun klare Lösung wurde mit 2,5 ml 5 M NaCl aufgefüllt und nach
intensiver Durchmischung 15 min bei RT wie oben zentrifugiert. Der Überstand wurde
in ein neues Falcon-Tube überführt und die DNA mit dem 2,5-fachen Volumen abs.
Ethanol gefällt. Die gefällte DNA konnte mit einem Glashaken aufgenommen und nach
Schwenkung in 70 % Ethanol in TE-Puffer pH 8,0 bei 50° C 1 - 2 h im Wasserbad
gelöst werden. Abschließend folgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung
der DNA im Spektralphotometer.
Photometrische Konzentrationsbestimmung
Die Konzentration der im TE-Puffer gelösten DNA wurde photometrisch in
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Quarzküvetten mit Hilfe eines Spektralphotometers bei einer Wellenlänge von 260 nm
bestimmt. Dazu wurde die DNA zunächst 1:200 verdünnt und die Ex inktion dieser
Lösung mit Hilfe eines Photometers gemessen. Die DNA-Konzentration lässt sich da n
nach folgender Formel berechnen:
DNA-Konzentration (mg/ml) = Verdünnung x 50 mg/ml x Extinktion260 nm
Die DNA-Konzentration liegt üblicherweise zwischen 300 und 1000 mg/ml und der
Quotient DNA / Protein sollte mindestens 1,5 betragen.
Verdünnungen und Lagerung
Um die DNA in die PCR einsetzen zu können, mussten Verdünnungen hergestellt
werden, so dass die DNA-Konzentration 100 g/ml betrug. Die Lagerung der DNA-
Proben bei -20 bis -80° C machte eine Lagerung und Verwendung der Proben für
mehrere Jahre möglich. Zur einfacheren Verarbeitung der Proben verteilte man die
DNA-Verdünnungen auf Mikrotiterplatten. In jedes der 96 Wells einer
Mikrotiterplatte wurden 6 µl DNA-Verdünnung und 25µl aq injectabile pipettiert und
bei -20°C tiefgefroren. Die Endkonzentration der DNA betrug in den Wells etwa 20
ng/µl.
4.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Die Methode der Polymerase-Ketten-Reaktion wurde 1983 von B. Mullis und seinen
Mitarbeitern der Firma Cetus in Kalifornien entwickelt und wird seit 1987 kommerziell
angeboten [Schimmel et al., 1990]. Das Verfahren der PCR erlaubt es definierte DNA-
Sequenzen aus dem Genom zu amplifizieren. In Vitro war es möglich, ähnlich dem
natürlichen zelleigenen DNA-Replikationsmechanismus selektiv Erbmaterial zu
vervielfältigen [Strachan et al., 1996].  Dazu werden zunächst zwei kurze synthetische
Oligonukleotide (Primer, Starter) konstruiert, die komplimentär an jeweils ein Ende der
Zielsequenz binden. Am jeweiligen 3`-OH-Ende dieser Primer kann im folgenden eine
DNA-Polymerase den Kettenaufbau durch den Einbau von
Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTP`s) beginnen. Die zwischen den Primern liegende
Zielsequenz wird somit kopiert [nach Schimmel, 1990].
Das Prinzip der DNA-Amplifikation mittels der PCR beruht auf der zyklisch n
Wiederholung (25-30 mal) von drei Phasen.
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1. Denaturierung der DNA: Die beiden komplementären DNA-Doppelstränge werden
durch Erhitzung auf 94°C thermisch getrennt [Volkenandt et al.,1990].
2. Primer Annealing: Anlagerung (Hybridisierung) von zwei zum jeweiligen
Einzelstrang komplementären Oligonukleotid-Primern an die beiden
Einzelstränge. Hierbei wird die Temperatur bis zu einer ´Annealing´-Temperatur
gesenkt (ca. 50-60°C), die je nach Art und Länge des Primers spezifisch ist und so
eine Bindung ermöglicht [Sambrook et al., 1989].
3. DNA-Synthese:  Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase, deren
Temperaturoptimum bei etwa 72°C liegt, wird der DNA-Abschnitt zwischen den
Primern entlang der Einzelstränge komplementär.
Abbildung 3: Polymerase Kettenreaktion (aus Immuno GmbH, 1991)
Nach Beendigung des 1. Zyklus liegt somit die Kopie des DNA Doppelstranges im
Bereich des gewählten Genbereiches vor. Diese Kopie und die Orginal-DNA dienen in
den folgenden Zyklen, die entsprechend dem ersten Durchgang ablaufen, als Matrize
zur weiteren DNA-Synthese. Somit vervielfältigt sich mit jedem Zyklus die
ausgewählte Sequenz. Es findet bei n-Zyklen eine exponentielle Amplifikation auf das
2n-fache der Start DNA-Menge statt. Das zyklische Erhitzen und Abkühlen
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übernehmen computergesteuerte Thermostate. Die Dauer der Synthesephase richtet sich
nach der Länge der Zielsequenz, da die Taq-Polymerase ~ 1 kb/min synthetisiert.
Zusätzlich zu DNA und Polymerase  benötigt die Reaktion noch ein individuelles
Reaktionsmix, in dem eine ausreichende Menge beider Primer, die vier
Desoxynukleosidtriphosphate, Puffer (siehe Tab. 11) und die der jeweiligen PCR
angepassten Zusätze (Tab. 14) enthalten sind.
PCR-Optimierung: Damit die Spezifität der PCR-Produkte und damit die erfolgreiche
Durchführung nachfolgender Applikationen wie z.B. Mutationsdetektion oder
Sequenzierung gewährleistet ist, müssen folgende Parameter beachtet werden:
1. Zur Konstruktion der Primer: Die Größe des Oligonukleotid-Primers sollte
mindestens 19 Bp betragen, wobei tandemförmige Wiederholungen von einem oder
mehreren Nukleotiden zu vermeiden sind. Ebenfalls sollten komplementäre
Sequenzen  zwischen dem Primerpaar und innerhalb des Primers vermieden werden, da
anderenfalls Primerdimerbildung und Rückfaltung des Primers durch intramolekulare
Wasserstoffbrückenbildung gehäuft auftreten. Einen weiteren Punkt stellt der G/C-
Gehalt des Oligonukleotid-Primers dar, der zur Optimierung zwischen 40 % und 60 %
liegen sollte.
2. Die Konzentration der Primer ist sorgfältig zu testen,  damit einerseits eine
ausreichende Menge, andererseits eine ausreichende Spezifität des Amplifikats erreicht
werden kann. Ersteres ist bei einer zu niedrigen Anfangskonzentration des Primers;
zweiteres bei einer zu hohen Anfangskonzentration fragwürdig [Saiki et al.,1988].
3. Die DNA-Polymerase: Um die PCR automatisiert ablaufen lassen zu können, wird
die hitzestabile Taq-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus eingesetzt.Ihr
Temperaturoptimum liegt bei 72°C [Gelfand et al., 1990], daher sollte die
Synthesephase bei dieser Temperatur ablaufen.
4. Die Ionenkonzentration: Die Denaturierung der DNA und die Temperatur zur
Anlagerung der Oligonukleotid-Primer (´Annealing-Temperatur´) werden durch die
Höhe der Ionenkonzentration, vor allem die der K+-und Mg2+ - Ionen, und des pH-
Wertes beeinflusst. Zusätzlich haben diese Faktoren einen Einfluss auf die
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enzymatische Aktivität der Polymerase. Kationen schwächen durch Anlagerung an die
negativ geladenen Phosphatgruppen des Desoxyribose-Rückgrads die elektrostatischen
Abstoßungskräfte zwischen den einzelnen DNA-Strängen, so dass die Anlagerung des
Primers an die Matrize verstärkt wird.
Zusätzlich stimuliert die optimale K+- und Mg2+-Ionenkonzentration die
Polymeraseaktivität und erhöht die Schmelztemperatur des DNA-Doppelstranges.
4. Zur Austestung des optimalen Amplifikationspuffers siehe Tabelle 14.
5. Variation der verschiedenen Temperaturphasen:
· Denaturierung: Bei hohem GC-Gehalt der Primersequenz sollte die Temperatur
höher als unter Standardbedingungen gewählt werden.
· Primer Annealing: Je mehr Basenpaare der Primer enthält, desto höher wird die
Temperatur gewählt. Für jeden Primer kann die charakteristische
Schmelztemperatur (TM) mit der 2+4 Regel ermittelt werden. Im Idealfall sollte die
´annealing temperature´ von Forward- und Reverse-Primer übereinstimmen.:
 2 x nA + 2 x nT + 4 x nC + 4 x nG = TM
nA  Anzahl der A in einem Primer
nT  Anzahl der T in einem Primer
nC  Anzahl der C in einem Primer
nG  Anzahl der G in einem Primer
· Synthesephase: Wie bereits erwähnt, synthetisiert die Taq-Polymerase mit der
Geschwindigkeit von ~ 1 kb/min. Somit richtet sich die Dauer der Synthesephase
nach der Länge der Zielsequenz.
Zur Optimierung kann die ´Annealing-Temperatur´ in 1°C-Schritten reduziert werden
und/oder die ´Annealing-Zeit´ von 30 sek bis auf 15 sek so lange vermindert werden,
bis man ein spezifisches PCR-Produkt erhält.
Die sich hieraus ergebenen Standardbedingungen für eine Reaktionslösung und einen
Zyklusablauf sowie die Optimierungsergebnisse für die zu untersuchenden
Genabschnitte –2549 und –1387 sind in den Tabellen 20 und 21 dargestellt.
                                                                                   Material und Methoden
48
Tabelle 20 : Zusammensetzung der Reaktionslösungen (50ml-Ansätze) für einen
Standardansatz sowie für die Genabschnitte –2549 und -1387
Zusätze Standardmenge -2549 -1387
DNA
5 ml
(Mikrotiterplatte)
5 ml
(Mikrotiterplatte)
5 ml
(Mikrotiterplatte)
H2O 37,5 ml 37,5 ml 24 ml
Puffer 0,5 ml 0,5 ml 5 ml
MgCl2 --- 0,5 ml 5 ml
Master-Mix
Primer F
1 ml
0,5 ml
---
0,5 ml
---
0,56 ml
Primer R 0,5 ml 0,5 ml 0,56 ml
dNTP 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
Taq 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Glycerol --- --- 6,5 ml
Tabelle 21: Zyklusbedingungen für einen Standard abschnitt sowie für die Genabschnitte
2549 und -1387
Phase Standard °C/t -2549 °C/t -1387 °C/t Zyklen
AD 94-95 °C/3-5` 94 °C/5´ 95 °C/5´ 1
D 94-95 °C/30`` 94 °C/30`` 95 °C/30``
A 50-70 °C/30`` 51 °C/30`` 52 °C/30´´
30
S 72 °C/30`` 72 °C/30`` 72 °C/30``
ED 4 °C/ 4 °C/ 4 °C/ 1
Zeichenerklärung: AD: Anfangsdenaturierung, D: Denaturierung, A: Annealing, S: Synthese, ED:
Endsynthese,  : unendlich, °C: Grad Celsius, t: Zeit
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Die Sequenz des Promoterbereichs bis ca. 3 kB vor dem Leptingen ist bekannt (bis –
2922 bp vor dem Start der Leptin mRNA; Gong et al., 1996). Diese Sequenz enthält
mehrere putative Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, u. a. für
CCAAT/enhancer-binding protein, ein cAMP response element und ein Glukocorticoid
responsives Element. Im Folgenden ist der Ausschnitt der Primärsequenz des Promoters
des Leptingens dargestellt, in der die Primerbindungsstellen, die Gegenstand dieser
Arbeit sind (-2549 F, -2549 R  bzw. Ob-pro-2 F (-1387 F), Ob-pro-2 R2 (-1387 R2); s.
Tab. 17) gesondert hervorgehoben sind. Darüberhinaus sind die untersuchten
Polymorphismen (-2549: C®A, -1387: G®A)  und Tanskriptionsfaktorbindungsstellen
speziell markiert (Sp-1, CREB, C/EBP, TATA).
Ausschnitt der Primärsequenz des Leptingens (Promoter):
-2922 aagcttcttt aaggatggag aggccctagt ggaatgggga gattcttccgggagaagcga
-2862 tggatgcaca gttgggcatc cccacagacg gactggaaag aaaaaaggcctggaggaatc
-2802 aatgtgcaat gtatgtgtgt tccctggttc aagggctggg aactttctctaaagggccag
-2742 gtagaaaaca ttttaggctt tctaagccaa ggcaaaattg aggatattacatgggtactt
-2682 atacaacaag aataaacaat ttacacaatt ttttgttgac agaattcaaaactttataga
       [-2549 F ]
-2622 cacaga aatg caaatttcct gtaatttt cc cgtgagaact attcttcttttgttttgttt
  -2549 Mámmes c-a      SP-1
-2562 tgcgacaggg ttg Cctgat cct cccgcc t cagtctccct aagtgctgag atgttgcagg
[-2549 R ]
-2502 aagtcaggga ccccgaacag agagatcggc tggagccgtg gca gaggaacataaattttg
-2442 aagat ttcat tttaatatgg acacttatca gttcccaaat aatacttttataatttttta
    CREB
-2382 tgcctgtctt tgctttaatc tcttaatcct gttatcttca taagctaaggatg tacgtc a
     C/EBP
-2322 cctcaggacc actgtgataa ttgtgttaac tgtacagatt g attgcaaa acatgtgtgtt
-2262 tgaacaatat gaaatcagtg caccttgaaa aagagcagaa taacagcaatttttagggaa
-2202 caagggaaga caactataag gtctgactgc ctgcggggtc gggcaaagggagccatattt
-2142 ttcttcttgc agagagccta taaatagacc tgcaagtagg agagatattgctaatttctt
-2082 ttgctagcat ggaatattaa tattaacacc ctgggaaagg aatgcattcctggggggagg
-2022 tctataaatg gccgctctgg gaatgtctat cctacgcaac ggagataaggactgagatac
       SP-1
-1962 gccctggtct cctgcagtac cctcaggctt actagggtgg tgaaaaact ccgcc ctggta
-1902 aatttgtggt cagaccgtt ttctgctctc gaacactgtt ttctgttgtt taagatgttt
-1842 atcaagacaa tacgtgcaccgctgaacaca gacccttatc agtagttctc ctttttgccc
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-1782 tttgaagcat gtgatctact ccctgtttta caccccctca ccttttgaaacccttaataa
-1722 aaaacttgct ggtttgaggc tcaggtgggc atcacagtac taccgatatgtgatgtcacc
-1662 cccggcggcc cagctgtaaa attcctctct ttgtactctc tctctttatttctcagccag
-1602 ctgacactta tggaaaatag aaagaaccta cgttgaaata ttgggggcaggttcccccaa
-1542 tatctggtgc ccaacgtggg atactgagat tacaagcatg agccactgcatctggcctct
     [Ob-pro-2F]
-1482 tcttttgatt tttttttttc aaacttttca aaatgtagaa acc attcttagcttttgggc
  C/EBP   G-A CREB
-1422 attaccaa ac ccggcagtgg caggctcggt tcacc Gacgt cat ttgcagttccccgcttt
-1362 atgttatggg ttttgttttg ttttgttttt tttattgaga cagagtttcactcttgttgc
      [Ob-pro-2
-1302 ccaggctgta gtgcaatggt ctgatcttgg  ctcactgcaa cctccacttccca ggttcaa
R2]
-1242 gccattctcc t gcctcagcc tctcaagtag ctgggattac agacactcaccaccacacct
-1182 ggctaatttt gtatttttag tagagatgag gtttcaccat gttggccaggctggtctcga
-1122 aatcctgacc tcaggtgatc cacccacctt ggcctcccaa agtgctgggattacaggctt
-1062 gagctaccac gcctggctgg gttggttctc aatggagtgg tttgtttttggagctgctct
-1002 gcgcagtggg gaccagaata ggcctgggtt cctagcccat tgctattccttaccagctgt
- 942 ggattctaag gaaagtcatt taacctcgct ggaccttaga ttcctcatccctgaagccca
- 882 agggtaaaac aaaacaaaac aaaacaaaac aaaccaaccc atcatgtaaagcggggaact
- 822 acaaacgata caggtgaaac atgcctacca caccactcac aggctatgatgacaaaaacg
- 762 tggctacatc tgggaccacc ccccaacccc cactttgtac gtaggaaatacggagttgag
     SP-1
- 702 gatggagacc cacagtatgt ccagagtgtc cccaaaggcc acagtg cccgcc tggagccc
- 642 tccagagagc ...
       SP-1
- 402 gggcgcagcc gtatgcccca gcccgctccg cggagcccct cacagcca cccccgcccc ga
   C/EBP
- 342 ccgcgccccg agcggctcga agcaccttcc caaggggctg gtc cttgcgcca tagtcgcg
- 282 ccggagcctc tggagggaca tcaaggattt ctcgctccta ccagccacccccaaattttt
- 222 gggaggtacc caagggtgcg cgcgtggctc ctggcgcgcc gaggccctccctcgaggccc
   SP-1
- 162 cgcgaggtgc acactgcggg cccagggcta gcag ccgccc  ggcacgtcgctaccctga gg
  SP-1  C/EBP
- 102 ggcggggcgg gacatggcgc tagaaatgcg ccggggcctg cggggcag ttgcgcaag ttg
  TATA     SP-1
-  42 tgatcgggcc gctataagag gggcgggcag gcatggagcc cc
[GenBank, Accession: NM_000230]
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4.3. Agarose-Gelelektrophorese
DNA-Moleküle sind aufgrund negativer Ladungen der Phosphatgruppe jedes
Nukleotids in der Summe negativ geladen. Deshalb wandert die DNA im elektrischen
Feld auf die Anode zu. Bei der Agarosegelelektrophorese wird die negative Ladung der
DNA-Fragmente benutzt, um PCR-Fragmente nach Größe (Basenpaaranzahl 200 bp -
50 Kb) zu trennen. Die Laufweite hängt von Art und Konzentration der Gelmatrix und
ihrer Zusätze ab.
Die Wanderungsgeschwingigkeit hängt dabei von mehreren Faktoren ab:
1. Molekülgröße: Lineare doppelsträngige DNA wandert mit einer Geschwindigkeit
durch die Gelmatrix, die umgekehrt proportional zum log10 der Anzahl der
Basenpaare ist [Helling et al., 1974]. Folglich wandern kleinere Fragmente schneller
als größere, und so erfolgt eine Auftrennung der PCR-Fragmente entsprechend ihrer
jeweiligen Länge.
2. Agarosekonzentration: Zudem ändert sich die Wanderungsgeschwindigkeit der
DNA-Moleküle mit der Agarosekonzentration des Gels: je höher die
Gelkonzentration, desto besser die Auftrennung der Fragmente.
Diese lineare Beziehung wird durch folgende Formel beschrieben:
     Log µ =log µ0 – Kr g
      µ0  = frei elektrophoretische Beweglichkeit der DNA
        Kr  = Verzögerungskoeffizient
3. Angelegte Spannung: Schließlich ist die Wanderungsgeschwindigkeit linearer
DNA-Fragmente auch noch proportional zur angelegten Spannung. Da die
Gelmatrix eine zufällige Diffusion der Moleküle verringert, bilden sich konkrete
Banden aus den PCR-Fragmenten.
4. Konformation (Tertiärstruktur) der DNA
5. Interkalierender Farbstoff: Die Einlagerung von Ethidiumbromid als Farbstoff in
die DNA reduziert die Wanderungsgeschwindigkeit um bis zu 15 %. Der
Fluoreszensfarbstoff Ethidiumbromid ermöglicht die DNA-Fragmente optisch
sichtbar zu machen, indem er zwischen die Basen interkaliert, das UV-Licht bei
302nm absorbiert und als orange-rotes Licht der Wellenlänge 590nm emittiert
[Sambrock et al., 1989].
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Vorbereitung und Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese:
Zunächst wurde Agarose mit 1 x TAE mehrmals aufgekocht bis sich die Agarose gelöst
hatte. Diese Lösung wurde nach leichtem Abkühlen unter einem Laborabzug mit dem
Farbstoffs Ethidiumbromid versetzt. Nach erneutem Mischen wurde die Lösung in
einen mit Kämmen und Seitenabdichtungen vorbereiteten Schlitten gegossen, wobei
Lufteinschlüsse im Gel vermieden werden mussten. Durch die nach einigen Minuten
erstarrende Agarose entstand eine Matrix, die in ihrer Dichte der jeweilig eingesetzten
Agarosekonzentration entsprach (siehe Tab. 22). Das auspolimerisierte Agarose-Gel
wurde nach Entfernen der Kämme in einer mit El ktrophoresepuffer (1x TAE)
gefüllten Kammer gelegt und beladen.
5-10 µl PCR-Produkt wurden dazu mit 5µl Ladungspuffer vermischt und mit einer
Mikropipette in die Geltaschen gefüllt. Als Längenkontrolle ließ man 1,2 ml einer
Verdünnung des 123-bp-Größenmarkers mitlaufen
Zur Überprüfung der PCR-Reaktion wurde ein 2,5 %-iges Agarosegel verwendet,
während für die DNA-Digestion ein 3,5 %-iges Gel bessere Ergebnisse lieferte.
Tabelle 22: Rezeptur der Agarosegelmatrix
Zusätze Menge für 2,5 % Menge für 3,5 %
Agarose 5g 7g
1 x TAE auf 200 ml auffüllen auf 200 ml auffüllen
Ethidiumbromid 16 ml 16 ml
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4.4. Allgemeines Verfahren der Digestion
Diese Methode des Mutationsnachweises nutzt die Eigenschaft von
Restriktionsenzymen die DNA an spezifischen Stellen zu erkennen (meist Palindrome),
und durch Hydrolysierung einer Phosphodiesterbindung zu schneiden.
Bakterielle Restriktionsenzyme, die man zur Digestion von DNA verwendet, dienen
ursprünglich Prokaryonten dazu, organismusfremde DNA-Fragmente zu erkennen und
zu zerschneiden, um die Bakterien vor Infektionfolgen durch fremdes Genmaterial (z.B.
von Bakteriophagen) zu schützen. Das Wissen um die spezifischen Schnittstellen vieler
Restriktionsenzyme ermöglicht es bei bekanntem Mutationsort eine Mutationsdetektion
durchzuführen (Restriktionslängen-polymorphismus)  [Strachan et al., 1996].
Durch eine Mutation in der DNA kann sowohl eine neue Schnittstelle generiert werden,
oder eine bisher bekannte entfallen. Führt man im Anschluss einer Digestion zwischen
Mutationsträger und Wildtypträger eine Trennung der DNA-Fragmente in der
Gelelektrophorese durch, so können unterschiedliche Fragmentlängen detektiert
werden.
Zur Durchführung der DNA-Digestion:  Zunächst werden Primer konstruiert, die die
polymorphe Restriktionsschnittstelle einrahmen. Mittels PCR kann dann der
gewünschte DNA-Abschnitt amplifiziert werden.  Das PCR-Produkt wird mit einem
Reaktionsmix gemischt und zusammen bei enzymspezifischer Temperatur und
Zeitdauer inkubiert. Anschließend hieran werden die entstandenen DNA-Fragmente
gelelektrophoretisch getrennt und sichtbar gemacht [Sambrook et al., 1989].
Tabelle 23: Reaktionsmix zur DNA-Digestion
Zusätze Menge /DNA-Ansatz
H2O
Puffer
Enzym
Summe
11,8 ml
3 ml
0,2 ml
15 ml
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4.5. Einzelstrang-Konformations-Analyse (SSCA)
Die SSCA ist eine molekulargenetische Methode, um nach neuen und bereits
beschriebenen Mutationen zu fahnden [Orita et al., 1989]. Intermolekulare
Wechselwirkungen (z.B. Wasserstoffbrückenbindung, Van der Waal` Kräfte), bewirken,
dass sich denaturierte DNA-Einzelstränge polymorph räumlich falten und dadurch zu
unterscheiden sind. Setzt man eine Mutation voraus, so kann sich die Konformation
dieses Einzelstranges ändern und durch ihre, vom Wildtyp abweichende,
elektrophoretische Mobilität im Gel auffallen. Die einfache labortechnische
Durchführbarkeit und die Möglichkeit große Kollektive relativ schnell und empfindlich
auf Mutationen hin zu untersuchen, haben dieser Methode weitverbreitete Anwendung
verschafft.
Für eine SSCA werden amplifizierte DNA-Proben denaturiert und auf ein nicht
denaturierendes Polyacrylamidgel geladen. DNA-Stränge unterschiedlicher
Basensequenz zeigen somit unterschiedliche Laufeigenschaften. Dies kann anschließend
durch eine Silberfärbung sichtbar gemacht werden [nach Pharmacia Biotechnology;
Strachan et al., 1996].
Zur Durchführung: Gemäß Herstelleranleitung [Verticalelektrophorese SE 6, Hoefer]
wird die Gießvorrichtung zusammengesetzt, nachdem die beiden sauberen Gießplatten
mit wasserabweisender Acrylease (Stratagene, Heidelberg) präpariert worden sind.
Entscheidend ist die Sauberkeit der Glasplatten, damit eine Luftblasenbildung beim
Gießen verhindert wird. Aus diesem Grunde werden sie zunächst gründlich mit
Seifenwasser gereinigt, intermittierend mit destilliertem Wasser gespült, mit
Isopropanol weiterbehandelt, um abschließend erneut mit destilliertem Wasser gespült
zu werden. Sorgfältig ist darauf zu achten, dass die Platten bündig in den Gießstand
eingespannt werden, um ein Auslaufen zu verhindern.
Zur Erstellung des Polyacrylamid-Gels werden folgende Zusätze benötigt:
· Acrylamid (40%), Pharmacia
· Bisacrylamid (2%), Pharmacia
· 10 x TBE
· Bidestilliertes Wasser
· APS (10%)
· TEMED
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Um optimale Ergebnisse zu erhalten, müssen Parameter der Methode wie
Gelkonzentration, etwaige Zusätze und Temperaturverhältnisse dem jeweiligen DNA-
Fragment angepasst werden. Für das in dieser Arbeit zu untersuchende Fragment, -
1387, welches 228 bp groß ist, stellten sich nach umfangreichen Testungen folgende
Bedingungen als optimal heraus:
· Polyacrylamid-Gel: 12%
· Zusatz: PEG
· Temperatur: Raumtemperatur und 4 °C
[nach Markoff et al., 1997]
Das Polyacrylamid-Gel setzt sich daher wie folgt zusammen:
Tabelle 24: Rezept des 12%-igen Polyacrylamid-Gels
Chemikalien Menge/Gel Endkonzentration
Acrylamid (40%) 9 ml 12 %
Bisacrylamid (2%) 3,6 ml 0,24 %
10 x TBE 1,5 ml 0,5 x TBE
PEG 0,3 ml 0,01%
Bidestilliertes Wasserauf 30 ml
APS (10%) 280 ml
TEMED 18 ml
Unter dem Abzug wird das 12%-ige Polyacrylamidgel gegossen und härtet nach Zugabe
der Polymerisierungsstarter (APS & TEMED) ~3 Stunden aus. APS bewirkt eine
Freisetzung freier Radikale, die durch TEMED stabilisiert werden. Die Radikale starten
kettenreaktionsartig die Polymerbildung, indem sie die Acrylamidmonomere zu langen
Ketten auspolymerisieren, die zeitgleich räumlich durch das Bisa rylamid vernetzt
werden. Vor allem das Verhältnis der Acryl- und Bisacrylamidkonzentrationen
zueinander bestimmt die spätere „Porengröße“ des auspolymerisierten Kunststoffgeles
[Sambrock,1989].
Zur Beladung werden die Proben mit 3,5 ml destilliertem Wasser und 8 ml SSCA-
Ladungspuffer (siehe Tab. 9 b) versetzt und für 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Im
Anschluss daran werden die Proben sofort auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der
Einzelstränge zu vermeiden. Nun wird der Kamm aus dem Gel entfernt, die
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entstandenen Taschen mit 0,5 x TBE gespült und hiernach mit 4-5 ml der Proben
beladen. Das Gel kann jetzt in eine mit Laufpuffer (0,5 x TBE) gefüllte Kammer
gehängt werden. Es läuft bei Raumtemperatur oder bei 4°C und 200 V über Nacht. Am
nächsten Morgen folgt die Silberfärbung. Die Schrittabfolge der Färbung ist in Tabelle
24 dargestellt.
Tabelle 25: Silberfärbung der SSCA-Gele
Schritte Chemikalien Menge/Gel Zeit/Min. Funktion
1.
10 % Ethanol
0,5 % Eisessig
Bidest
25 ml
1,25 ml
S 250 ml
mind.
5
Lösung des Gels
von den Platten,
Fixierung
2.
1 % Salpetersäure (65 %)
Bidest
4 ml
S 250 ml
10 Oxidierung
3. Bidest 250 ml 1 Spülen
4.
12 mM AgNO3 (10x)
Bidest
25 ml
225 ml
20-30 Färbung
5. Bidest 250 ml 1 Spülen
6.
280 mM NaCO3 (5 x)
0,019 % Formaldehyd (37%)
Bidest
100 ml
255 ml
S 500 ml
~ 20
Entwicklung der
Bandenfärbung
7.
10 % Eisessig
Bidest
25 ml
225 ml
5
Stoppen der
Entwicklung
8.
Glycerol
Bidest
~ 5 ml
~ 250 ml
mind.
5
Erhaltung der
Färbung
Zeichenerklärung: S: Summe; mind.: mindestens
Anschließend wird das Gel auf einem Filterpapier mittels Drehschiebervakuumpumpe
für 2-3 Stunden getrocknet.
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5. Statistische Auswertungen
Die Begriffe Kopplung und Assoziation stehen für zwei unterschiedliche statistische
Beschreibungen: „Kopplung ist eine Beziehung zwischen Loci, die Assoziation ist aber
die Beziehung zwischen Allelen. Kopplung beschreibt also die Nachbarschaft von Loci
und die daraus resultierende gemeinsame Segregation. Assoziation bedeutet, dass
Personen in einer Population, die an einem Locus ein bestimmtes Allel haben, mit
höherer Wahrscheinlichkeit als zufällig ein bestimmtes anderes Allel an einem weiteren
Locus besitzen“ [Buselmaier et al.,1999, S. 246].
Assoziation zwischen einem Phänotyp und einem Allel kann man mit Fall-
Kontrollstudien untersuchen. Dabei werden die Häufigkeiten eines bestimmten Allels
in jeweils einer Anzahl von Patienten und nicht betroffenen Kontrollpersonen
verglichen. Das Kopplungsungleichgewicht beschreibt die Verknüpfung eines
bestimmten Allels mit einem gekoppelten Krankheitslocus in der Population. Ein
Kopplungsungleichgewicht lässt sich im Hinblick auf eine Mutation z. B. finden, wenn
viele der Patienten die chromosomale Region von einem gemeinsamen Vorfahren
geerbt haben [Buselmaier et al.,1999].
Eine Assoziation eines Allels (A) zu einer Krankheit (D) kann verschiedene Ursachen
haben:
 1.Das Allel A verursacht direkt eine Anfälligkeit für D (d. h. der Besitz von A erhöht
die Wahrscheinlichkeit, Krankheit D zu entwickeln).
 2.Eine sehr enge Kopplung kann zu Allelassoziationen auf Populationsebene führen.
Ist ein Kopplungsungleichgewicht die Ursache einer Assoziation, kann nahe dem A-
Locus nach einem Gen gesucht werden, das bei erkrankten Menschen mutiert ist.
Dieses spezielle Allel am A-Locus, das mit der Krankheit D assoziiert ist, kann
dabei in unterschiedlichen Populationen jeweils ein anderes sein.
 3.Menschen mit Krankheit und solche ohne können verschiedenen genetischen
Untergruppen der Bevölkerung entstammen, die eine unterschiedliche Häufigkeit
für das Allel A aufweisen (Populationsstratifikation oder –schichtung) [Stracha  et
al., 1996].
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Die Berechnung der Assoziationtests erfolgte mit dem exakten Test nach Fischer (zur
Herleitung siehe Rüger, 1996).
Probleme der Assoziationsstudien:
· Auswahl der Kontrollgruppe: Da es möglich ist, dass verschiedene genetische
Untergruppen vorhanden sind, können Kopplungsungleichgewicht und
Populationsschichtung oft schlecht voneinander unterschieden werden.
· Wird ein Locus auf verschiedene Fragestellungen hin getestet, können aufgrund der
Anwendung ungeeigneter Korrekturmaßnahmen ungenaue statistische Analysen
entstehen [Strachan et al., 1996].
Ein neueres statistisches Testverfahren ist der „Transmission disequilibrium test“
(TDT) [Spielmann et al., 1993]. Mit dem TDT kann ein Transmissionsungleichgewicht
überprüft werden. Er weist Assoziation und Kopplung in einem Test nach.
Theorie des TDT: Eines der beiden Markerallele eines Elternteils wird an jeden
betroffenen Nachkommen weitergegeben, eines nicht. Es werden die Häufigkeiten des
Markerallels unter den weitergegebenen und den nicht weitergegebenen Allelen
verglichen. Dies kann mit Hilfe einer Vier-Felder-Tafel ausgewertet werden (siehe
Tabelle 32).
Tabelle 26: Vier-Felder-Tafel zur Bestimmung der Häufigkeit weitergegebener und nicht
weitergegebener Allele beim TDT.
nicht transmittiert
WT             MT
transmittiert WT
MT
a                 b
c                 d
Zeichenerklärung: WT: Wildtypallel, MT: Allel mit Mutation
Informativ sind dabei nur Familien, in denen mindestens ein Elternteil am Markerlocus
für das mutmaßlich mit der Krankheit assoziierte Markerallel heterozygot ist. Das
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Problem der Populationsschichtung wird in diesem Testverfahren umgangen, indem nur
Trios (der Proband und seine Eltern) untersucht werden. Die elterlichen nicht
transmittierten Allele dienen dabei als „interne Kontrollen“.
Ob eine signifikante Assoziation vorliegt, kann dann mit dem c2 –Test überprüft
werden:
(b – c)2
      c2  =
b + c
Nachteile des TDT:
· Auch beim TDT können Assoziationen, die durch Kopplungsungleichgewichte
verursacht werden, nicht von solchen unterschieden werden, bei denen der Marker
selbst funktionelle Relevanz hat (ein „Anfälligkeitsfaktor“ ist).
· Der Test ist arbeitsaufwendiger als die üblichen Fall-Kontroll-Studien, da aus jeder
Familie drei Mitglieder typisiert werden müssen (statt Patient und Kontrolle).
· Die Eltern des Probanden müssen zur Verfügung stehen; dies kann besonders bei
Krankheiten, die erst spät auftreten, ein Problem sein.
Da jeder durchgeführte Test ein eigenes Risiko für ein falsch positives Ergebnis in sich
birgt, ist bei der Testung eines Genlocus auf verschiedene Fragestellungen hin eine
angemessene Korrektur für ein aussagekräftiges statistisches Ergebnis notwendig. Dazu
eignet sich das Bonferroni-Korrekturverfahren [Kidd et al., 1984]. Während
üblicherweise der Grenzwert für ein signifikantes Ergebnis mit p < 0,05 angegeben
wird, gilt hiernach p >0,05/n (n = Zahl der unabhängigen möglichen Assoziationen, die
geprüft werden) [Spielmann et al., 1998; Strachan et al., 1996].
6. Ethikantrag
Die molekulargenetische Arbeiten sind durch die Ethikkommission der Philipps-
Universität Marburg genehmigt worden.
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ERGEBNISSE
Es wurden zwei Polymorphismen im erweiterten Promoterbereich des Leptingens
(Position –2549 (C/A) und –1387 (G/A)) mittels unterschiedlicher
Untersuchungsmethoden (DNA-Digestion, SSCA) auf eine Assoziation mit dem
Phänotyp der Anorexia nervosa untersucht. Dazu wurden die Allelfrequenzen in einem
ausgesuchten Extremkollektiv und normal- bzw. untergewichtigen Kontrollgruppen
bestimmt und die Allelweitergabe von Eltern an ihre Kinder mittels TDT ermittelt. Die
Ergebnisse der einzelnen Untersuchungsschritte werden im folgenden dargestellt.
1. Untersuchung des Polymorphismus der Position –2549
mittels DNA-Digestion
1.1. PCR-Optimierung
Die Ergebnisse der PCR-Optimierung für den Genabschnitt –2549 sind in den Tabellen
20 und 21 dargestellt.
Die Überprüfung der PCR-Reaktion erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese (siehe
Abschnitt 4.3.), wobei ein 2,5 %-iges Agarosegel (siehe Tabelle 22) gute Ergebnisse
lieferte.
1.2. DNA- Digestion
Zur DNA-Digestion wurde das Restriktionsenzym Hin 6.1 (siehe Tabelle 16)
eingesetzt, da der Basenaustausch an der Position –2549 in der Erkennungssequenz
dieses Enzyms liegt. Hin 6.1 kann das mutierte Allel nicht schneiden. Wohl aber das
wildtypische. Um optimale Bedingungen für das Enzym zu schaffen, wurde der Puffer
Violett (siehe Tabelle 10) eingesetzt und die Mixtur bei 37°C für mindestens 3 Stunden
inkubiert [Eurogentec]. Für die Darstellung der aufgetrennten DNA-Fragmente erwies
sich ein 3,5 %-iges Agarosegel (siehe Tabelle 22) als optimal. Abbildung 2 zeigt die
mittels Agarosegelelektrophorese getrennten und mit Ethidiumbromid gefärbten DNA-
Fragmente des Polymorphismus der Position –2549 im Promoter des Leptingens.
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Abbildung 4: DNA-Digestion des Polymorphismus der Position –2549 (C/A) im Promoterbereich des
Leptingens. Insgesamt hat das Fragment eine Größte von 181 bp, das Enzym schneidet das Wildtypallel
(C) in zwei Fragmente der Größe 110 bp und 71 bp. Das mutierte Allel (A) wird dagegen nicht
geschnitten. Der weiße Pfeil zeigt auf die 110 bp-Fragmente, der graue auf die 71 bp-Fragmente und der
schwarze auf die 181 bp-Fragmente. Spalten 1 und 2: homozygot für das Wildtypallel, Spalten 3 und 4 :
heterozygote Träger, Spalte 5: homozygote Träger
1.3. Genotyp und Allelfrequenzen
Tabelle 27 zeigt die prozentualen Genotyp- und Allelverteilungen in der untersuchten
Probandengruppe.
Tabelle 27: Genotyp- und Allel-Frequenzen des Polymorphismus der Position –2549(C/A)
im Promoter des Leptingens bei Patientinnen mit Anorexia nevosa und
untergewichtigen Studenten
Genotyp-
Frequenzen
Allel-
Frequenzen
Studienkollektiv
C/C
(%)
C/A
(%)
A/A
(%)
C
(%)
A
(%)
Patientinnen mit Anorexia
nervosa
(n = 55)
Untergewichtige Studenten
(n = 131)
9
(16,36)
39
(29,77)
32
(58,18)
65
(49,62)
14
(25,45)
27
(20,61)
50
(45,45)
143
(54,58)
60
(54,55)
119
(45,42)
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Der c2-Test (Anorexia versus Untergewicht der Allelfrequenzen) ergibt einen
nominellen p-Wert von 0,14. Um den beobachteten Unterschied in den Allelfrequenzen
besser beurteilen zu können, sollte eine weitere unabhängige Studie durchgeführt
werden. Damit der vorliegende Unterschied in den Allelfrequenzen mit einer Power von
90% bei einem einseitigen Test zum 5% Niveau entdeckt werden kann, werden für eine
solche Studie je 256 Anorexie-Patientinnen und Kontrollen benötigt. Trotz der
deutlichen Differenzen in den Allelfrequenzen kann bei den vorliegenden Fallzahlen
eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus der Position –2549 und dem Phänotyp
Anorexie nicht statistisch abgesichert werden.
1.4. Transmission disequilibrium test (TDT)
Tabelle 28 zeigt die Ergebnisse des TDT, der in diesem Fall die Transmissionsrate des
C-Allels des Polymorphismus der Position –2549 (C/A) heterozygoter Eltern auf ihr
Kind untersucht. Ausgewertet wurden 61 Trios (Patientinnen mit Anorexia nervosa und
deren Eltern).
Tabelle 28: TDT für das A-Allel des Polymorphismus der Position –2549 (C/A) im
Promoter des Leptingens, untersucht in Trios, die aus einer Patientin mit Anorexia
nervosa und deren Eltern bestehen (Gesamtfallzahl n = 106; effektive Fallzahl n`=
61).
Kollektivgruppe Transmittiert/nicht
transmittiert
Transmissions-
Rate
Nominaler
p-Wert
Trios aus Patientinnen
mit Anorexia nervosa
(Indexpatientinnen) und
deren Eltern (n` = 61)
58/48 54,72% 0,71
Der c2-Test ergibt hier einen p-Wert von 0,71. Die beobachtete, leicht erhöhte
Transmissionsrate für das A-Allel kann also wegen der geringen Fallzahl nicht als
statistisch signifikant eingestuft werden. Der TDT zeigt somit ein ähnliches Ergebnis
wie der Assoziationstest.
                                                                                                 Ergebnisse
63
2. Untersuchung des Polymorphismus der Position –1387
mittels SSCA
2.1. PCR-Optimierung
Die Ergebnisse der PCR-Optimierung sind wiederum in den Tabellen 20 und 21
dargestellt. Auch hier ließ sich die PCR-Reaktion mittels Agarosegelelektrophorese (2,5
%-iges Gel) gut überprüfen.
2.2. SSCA-Optimierung
Um optimale Ergebnisse zu bekommen, ist eine Anpassung der Bedingungen, wie z. B.
der Gelkonzentration, der Zusätze und der Temperatur an das jeweilige DNA-Fragment
wichtig. Die für das 228 bp große Fragment der Position –1387 im Promoter des
Leptingens optimalen Bedingungen sind in Abschnitt 4.5. und Tabelle 24 dargestellt.
Abbildung 5 zeigt die mittels SSCA aufgetrennten Fragmente des Polymorphismus G/A
der Position –1387 im Promoter des Leptingens:
Abbildung 5: Mittels SSCA im 12 %-igen
Polyacrylamid-Gel bei Raumtemperatur aufgetrennte
und mittels Silberfärbung sichtbar gemachte DNA-
Fragmente (228 bp) des Polymorphismus (G/A) der
Position –1387 im Promoter des Leptingens.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Basensequenzen
ergeben sich verschiedene Faltungsformen. Diese
bewegen sich im elektrischen Feld unterschiedlich
schnell. Der schwarze Pfeil zeigt auf das G-Allel, der
weiße auf das A-Allel. Spalte 1 und 2: Heterozygot
(G/A), Spalte 3: Homozygot (A/A), Spalte 4:
Homozygot Wildtyp (G/G).
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2.3. Genotyp- und Allelfrequenzen
Tabelle 29 zeigt die prozentualen Genotyp- und Allelverteilungen in dem untersuchten
Kollektiv.
Tabelle 29: Genotyp- und Allel-Frequenze des Polymorphismus (G/A) der Position -1387 im
Promoter des Leptingens, bei  Patientinnen mit Anorexia nervosa,
untergewichtigen Studenten und normalgewichtigen Kontrollen.
Genotyp-
Frequenzen
Allel-
Frequenzen
Studienkollektiv
G/G
(%)
G/A
(%)
A/A
(%)
G
(%)
A
(%)
Patientinnen mit Anorexia
nervosa (n=115)
Untergewichtige Studenten
(n = 141)
normalgewichtige
Kontrollen (n = 50)
26
(22,61)
34
(24,11)
16
(32.0)
59
(51,30)
63
(44,68)
21
 (42.0)
30
(26,09)
44
(31,21)
13
(26.0)
111
(48,26)
131
(46,45)
53
(53)
119
(51,74)
151
(53,55)
47
(47)
Der c2-Test auf Assoziation zwischen dem Polymorphismus an Stelle -1378 v rglichen
zu den Allelfrequenzen zwischen 115 Anorexia nervosa Patientinnen, 141
untergewichtigen  und 50 normalgewichtigen Probanden ergab keinerlei Hinweis auf
Assoziation. Ein signifikantes Testergebnis liegt bei einem p-Wert < 0,05 vor. Bei p-
Werten > 0,61 konnte ausgeschlossen werden, dass der Polymorphismus der Position –
1387 zu einer der untersuchten Gewichtsklassen assoziiert ist.
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2.4. Transmission disequilibrium test (TDT)
Tabelle 30 zeigt die Transmissionsrate des G-Allels des Polymorphismus (G/A) der
Position –1387 (im Promoter des Leptingens) heterozygoter Eltern auf ihr Kind.
Ausgewertet wurden dabei 61 Trios, bestehend aus einer Patientin mit Anorexia nervosa
und deren Eltern. Die Arbeitsgruppe um Comings (1996) beschrieb zuvor eine
signifikante Korrelation, zwischen All len eines Mikrosatellitenmarkers, der das
Leptingen flankiert und dem BMI. Es zeigte sich bei den weiblichen Probanden eine
etwas stärkere Korrelation, als bei den männlichen [Comings et al., 1996].
Tabelle 30: TDT des A-Allels des Polymorphismus (G/A) der Position –1387 im
Promoter des Leptingens bei 54 Trios (effektive Fallzahl n`), bestehend aus
Patientinnen mit Anorexia nervosa und ihren Eltern (Gesamtfallzahl n = 104).
Kollektivgruppe Transmittiert/nicht
transmittiert
Transmissions-
Rate
Nominaler
p-Wert
Trios von
weiblichen Kindern und
Jugendlichen
mit Anorexia nervosa
und deren Eltern (n =` 54)
24/30 44,4% 0,41
Da der p-Wert > 0,05 ist, gibt es bei 54 Trios, bestehend aus einer Patientin mit
Anorexia nervosa und deren Eltern, keinen Beweis für ein Ungleichgewicht in der
Allelverteilung. Die Variante an Position –1387 zeigt kein
Transmissionsungleichgewicht bei AN.
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DISKUSSION
1. Zusammfassende Darstellung der bisherigen Erkenntnisse
Anorexia nervosa ist ein Syndrom unbekannter Ätiologie, welches durch extremen
Gewichtsverlust, Körperschemastörung, psychopathologische Auffälligkeiten und
gravierende endokrine Imbalancen gekennzeichnet ist. Der entwicklungsgeschichtliche
Hintergrund dieser Essstörung wird in einer Kombination von biologischen, kulturellen,
familiären und intrapsychischen Faktoren gesehen. Die Anorexia nervosa ist neben der
Toxikomanie mit der höchsten Letalität aller psychiatrischen Störungen verbunden
[Herpetz et al., 2001]. Daneben komplizieren schwerwiegende psychopathologische
Auffälligkeiten wie Depression, Suchtanfälligkeit und zwanghafte Verhaltensmuster oft
chronische Krankheitsverläufe.
Der Hypothalamus stellt die zentrale Ziel- und Schaltebene dar, welche vom übrigen
Zentralnervensystem und aus der Peripherie Hunger- und Sättigungssignale erhält und
verarbeitet. Der Körper reagiert physiologischerweise auf anhaltende Semi-Starvation
mit multiplen endokrin-metabolischen Umstellungen mit dem Ziel der Beibehaltung der
Energiehomöostase durch Konservierung der Energievalenzen (siehe Kapitel 3.2.). Ein
Beispiel hierfür liefert die hypothalamische Amenorrhö, die zwar ein Diagnosekriterium
der Anorexia nervosa ist, aber ebenso physiologischerweise auftritt und auf einem
Abfall der Gonadotropine LH und FSH basiert. Es handelt sich somit um eine
Adaptation, also um einen sekundären Vorgang, der durch äußere Umstände (keine
Nahrungsverfügbarkeit) vorgegeben ist. Hierbei zeichnen sich erhebliche Unterschiede
zur Anorexia nervosa ab, denn bei dieser Krankheit scheint die Nahrungsrestriktion
einem „Inneren Zwang“ zu folgen.
Der Kandidatengenansatz hat sich zur Erforschung der Gewichtsregulation bewährt.
Monogene Formen der Adipositas beim Menschen, und Beobachtungen aus transgenen
Tiermodellen mit syndromaler Adipositas haben gezeigt, dass bestimmte Gene an der
Gewichtsregulation beteiligt sind.
Bei sehr hoher Plausibilität eines Kandidatengens ist ein direktes Mutationsscreening
erfolgversprechend. Insbesondere, wenn spezifische biochemische Anomalien bei
Einzelpersonen gefunden werden (z. B hohe Proinsulinspiegel bei Mutationen im
Carboxypeptidase E Gen). Derartige Befundkonstellationen sind bei der Anorexia
nervosa nach heutigen Erkenntnissen bislang nicht detektiert worden.
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Die Entdeckung des obese-Gens und seines Genproduktes Leptin stellte die
Identifizierung eines Kandidatengenes dar. Schnell wurde es Gegenstand intensiver
Erforschung von Gewichtsregulation und Energiehomöostase [Zhang et al., 1994]. Das
Proteohormon schließt eine Rückkopplungsschleife vom peripheren Fettgewebe zur
hypothalamisch-hypophysären- neuroendokrinen Achse.
Ansteigende zentrale Leptinspiegel signalisieren ein Sättigungsgefühl und führen zu
einer verminderten Nahrungsaufnahme. Daneben hat Leptin weitere bemerkenswerte
metabolisch-anorexigene Eigenschaften, indem es einen erhöhten Energieverbrauch
beispielsweise durch Stimulation von Lipolyse, Sympathikus und Thermogenese,
induziert. Hypothalamische Neuronen, die Corticotropin und Melanocortin
synthetisieren und sezernieren, sind wahrscheinlich die  ausführenden Bahnen
(Efferenzen).
Wie bereits erwähnt (siehe Einleitung 4.4.), weisen Patientinnen mit Anorexia nervosa
erniedrigte Leptinspiegel auf. Dementsprechend müssten sie ein starkes Hungergefühl
verspüren, welches jedoch nicht angegeben wird. Möglicher pathologischer Hintergrund
könnte eine Leptinrezeptorüberempfindlichkeit sein. Dies wäre eine singuläre und damit
einfache Erklärung. Viel wahrscheinlicher erscheinen Defekte bzw. „Imbalancen“ in
nachgeschalteten Regelkreisen, die das Leptinsignal unnatürlich verstärken, bzw.
ungenügend abschwächen. Ebenso könnte ein Übermaß an Nahrungsaufnahme-
stimulierenden (orexigenen) und Nahrungsaufnahme-inhibierenden (a orexigenen)
Effekten gleichzeitig zu einem Versagen des Regulierungsprozesses zwischen Hunger
und Sättigung führen. Möglicherweise ist die eigentliche Störung übergeordneter Natur.
So könnten Kortikale Prozesse die hypothalamische Regulation des Körpergewichts
übersteuern.
Kopplungsbefunde zum Leptingen [Reed et al., 1996; Clément et al., 1996] und zum
Leptinrezeptorgen [Chagnon et al., 1998]  begründeten den Verdacht auf Mutationen,
die mit dem Phänotyp der Adipositas assoziiert sein könnten. Kopplungsanalysen der
Klinischen Forschergruppe [Roth et al., 1997], die auf einem zuvor von Reed et al.
(1996) identifizierten Haplotyp basierten, ergaben ein Transmissionsungleichgewicht
(Transmissionsrate: 65,7 %). Dieser Haplotyp wird demnach von heterozygoten Eltern
häufiger an ihr extrem adipöses Kind weitergegeben als es der Zufall erklären könnte.
Ein wissenschaftlicher Ansatz ist es, die Anorexia nervosa als ntgegengesetztes
Gewichtsextrem zur Adipositas zu betrachten. Wie bei der Adipositas bereits belegt
[Montague et al., 1997], könnten ebenfalls bei diesem Krankheitsbild Mutationen im
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Leptingen seinem Promoter oder Rezeptor zu dem anorektischem Phänotyp mit
beitragen.
2. Darstellung der untersuchten Genabschnitte
Ein Bereich des Leptingens, der zur Klärung der Untersuchungsergebnisse von Roth et
al. [1997] wichtig war, ist der Promoter des Leptingens. Dieser Bereich liegt
stromaufwärts der kodierenden Sequenz des Leptingens. Er enthält verschiedene
Bindungsstellen für Transkriptionsfakoren, die den Transkriptionsvorgang initiieren und
regulieren (siehe Kap.4.) und somit für die Proteinsynthese (in diesem Fall von Leptin)
verantwortlich sind. Wie die Analyse von Mutationen im Promoterbereich gezeigt hat,
haben sie zum Teil nur eine gringe Auswirkung auf die Kontrolle der Transkription, sie
können jedoch auch zu erheblichen Veränderungen bei der Genproduktsynthese führen
[Passarge, 1994]. Untersuchungen von Miller et al. (1996) und Mason et al. (1998)
zeigen, dass z. B. TATA-Bereiche und C/EBP-Bindungsstellen des Leptin-Promoters
von funktioneller Relevanz für die Expression des Leptingens in Adipozyten sind.
Demnach heben künstlich hervorgerufene Mutationen in diese  Bereichen die Induktion
der Leptingen-Expression auf [Miller et al., 1996; Mason et al., 1998]. Mutationen in
Bereichen wichtiger Erkennungselemente für Transkriptionsfaktoren des Leptin-
Promoters könnten die Leptinsynthese beeinflussen und somit letztendlich mit dem
Phänotyp der Anorexia nervosa assoziiert sein.
In der Klinischen Forschergruppe wurde der Promoter des Leptingens untersucht. Dabei
wurden zwei Polymorphismen identifiziert und untersucht:
 1.Der Polymorphismus der Position –2549 wurde zuvor bereits beschrieben [Mammès
et al., 1998]. Bei ihren Untersuchungen fanden Mammès et al. (1998) eine
Assoziation des Allels A zu erhöhten Leptinspiegeln vor einer Diät, unabhängig
vom BMI. Auch nach einer Diätphase ließen sich diese unterschiedlichen
Leptinspiegel bezogen auf die jeweiligen Genotypen nachweisen. Mammès et al.
(1998) postulierten daraufhin, dass dieser Polymorphismus entweder in einer bisher
unbekannten Regulationsstelle für Leptin lokalisiert ist, oder im
Kopplungsungleichgewicht mit einer Mutation steht, die weiter stromauf- oder
abwärts lokalisiert ist.
                                                                                                  Diskussion
69
 2.Der Polymorphismus der Position –1387 wurde erstmalig von der Klinischen
Forschergruppe beschrieben [Hi ney et al., 1998]. Er liegt zwei Nukleotide aufwärts
einer potentiellen Bindungsstelle für CREB und könnte insofern die Aktivität dieses
Transkriptionsfaktors beeinflussen.
Polymorphismus bedeutet, dass, bezogen auf eine Population, an diesem Genlocus
mindestens zwei Allele vorkommen. Ein Genlocus wird als polymorph bezeichnet,
wenn das seltene Allel eine Häufigkeit von mindestens 1% in der „Normalpopulation“
hat und demzufolge Heterozygote für dieses Allel mit einer Häufigkeit von mehr als 2
% vorkommen [Passarge, 1994]. Bei den oben erwähnten Polymorphismen im Leptin-
Promoter stellt sich das folgendermaßen dar:
1. Polymorphismus an der Position –1387: G/A
2. Polymorphismus an der Position –2549: C/A
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, die Allelverteilungen dieser beiden
Polymorphismen bei Patientinnen mit AN und den Kontrollen zu bestimmen. Um eine
Aussage darüber machen zu können, ob eines der jeweiligen Allele mit dem Phänotyp
der Anorexia nervosa assoziiert ist, wurde die Allelverteilung in einem Kollektiv von
Patientinnen mit Anorexia nervosa verglichen mit einem Kontrollkollektiv, welches aus
untergewichtigen Probanden bestand. Darüberhinaus wurde ein TDT für beide
Polymorphismen durchgeführt, um zu untersuchen, ob eines der jeweiligen Allele von
heterozygoten Eltern öfter an ihre Kinder mit AN weitergegeben wurde als das jeweilig
andere. Ein signifikantes Ungleichgewicht in der Vererbung der Allele könnte dabei auf
eine funktionelle Relevanz des öfter vererbten Allels für den Phänotyp der Anorexia
nervosa  hinweisen.
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3. Ergebnissdiskussion
Für die vorangestellte Hypothese (siehe Einleitung 4.5.) lässt sich aufgrund der
Untersuchungsergebnisse folgende Aussage treffen:
In der vorliegenden Arbeit konnten keine Assoziationen von Allelen zweier
Polymorphismen im Promoterbereich des Leptingens zum Phänotyp der Anorexia
nervosa gefunden werden.
Die Klinische Forschergruppe hatte zuvor zusätzlich den kodierenden Bereich des
Leptingens untersucht [Hinney et al., 1998]. Dazu stand ein Kollektiv von 49 Patientinnen
mit Anorexia nervosa und 315 extrem adipösen Kindern und Jugendlichen zur
Verfügung, wobei dieses Kollektiv die zuvor untersuchten Familien der Klinischen
Forschergruppe [Roth et al., 1997] enthielt. Es konnten zwei neue Sequenzvariationen
identifiziert werden:
 1.Bei der ersten liegt ein Basenaustausch im Kodon 91 vor (TCC®TCT), der jedoch
nicht zu einem Aminosäureaustausch führt (Ser-91-Ser). Gefunden wurde diese
Sequenzvariation bei einer Patientin mit Anorexia nervosa (heterozygot). Da die
Mutation zu keinem Aminosäureaustausch führt, ist es unwahrscheinlich, dass sie eine
Rolle für die Ätiologie der Anorexia nervosa spielt.
 2.Die zweite Sequenzvariation führt zu einem Aminosäureaustausch (Glu-126-Gln). Sie
wurde bei einem extrem adipösen Jungen (heterozygot), aber auch bei dessen
normalgewichtiger Mutter und seinem normalgewichtigen Bruder gefunden (ebenfalls
heterozygot). Da diese Variation demnach bei verschiedenen Gewichtsklassen
vorkommt, ist es unwahrscheinlich, dass sie eine Bedeutung für die Ätiologie der
Adipositas hat [Hinney et al., 1998].
Außerdem konnte eine Mutation bei einem adipösen Probanden identifiziert werden
[Hinney et al., 1998], die zuvor bereits bei einer normalgewichtigen Person beschrieben
wurde [Echwald et al., 1997], so dass auch hier eine funktionelle Relevanz in Bezug auf
die Regulation des Körpergewichtes unwahrscheinlich ist.
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Für die vorliegenden Ergebnisse gibt es folgende Erklärungsmöglichkeiten:
· Im allgemeinen kann die Auswirkung einer Mutation, also ob es sich um eine neutrale
Mutation handelt, oder sie zu einer Funktionseinschränkung oder sogar zu einem
Funktionsverlust führt, nicht ohne weiteres vorhergesagt werden. Nur wenn es z. B.
infolge einer Deletion oder einer Insertion zu einer Rasterverschiebung kommt oder
das ganze Gen verloren geht, sind einigermaßen gesicherte Aussagen möglich
[Strachan et al., 1996].
· Bei dem Polymorphismus der Position –1387 liegt der p-Wert beim TDT bei
insgesamt 54 Trios (bestehend aus jeweils einer Patientin mit Anorexia nervosa und
ihren Eltern) bei 0,41. Für Assoziationsstudien gilt allgemein, dass bei einem
anzunehmenden geringen  Einfluss des Polymorphismus die Fallzahl sehr hoch sein
muss, um den Effekt signifikant nachweisen zu können. Es ist somit nicht
auszuschließen, dass bei Heranziehung eines extrem großen Kollektivs der TDT
signifikant ausgefallen wäre. Ein Fehler 2. Art (falsch negativ) ka n hier also nicht
ausgeschlossen werden. (Dieses Problem betrifft auch die Assoziationsstudie zum
Polymorphismus der Position –2549).
· Während der Untersuchungen können Fehler aufgetreten sein, die die Ergebnisse
verfälscht haben. Dies ist jedoch eher unwahrscheinlich, da, wie vorangehend schon
erläutert, sehr sorgfältig und sauber gearbeitet wurde und alle Auswertungen stets von
mindestens zwei Personen unabhängig voneinander überprüft wurden.
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4. Methodendiskussion
4.1. PCR
Eine Grundlage der medizinischen und biologischen Analytik ist der Nachweis
geringster Mengen genetischen Materials. Mit der Entwicklung der PCR gelang es 1985
Kary Mullis, eine relativ einfach und schnell zu handhabene Methode zu entwickeln, für
die er 1993 den Nobelpreis erhielt. Neben Schnelligkeit und  Spezifität durch
Automatisierung  ist vor allem die große Menge des gewonnen Amplifikats als Vorteil
gegenüber anderen Methoden zu nennen. Nachteilig kann sich jedoch die
Empfindlichkeit der Methode auswirken. Erfordert sie doch penibel sauberes Arbeiten,
um eine Kontamination mit fremder DNA (z.B. Haut- und Haarpartikel) zu verhindern.
Fehler der Methode gehen generell auf Fehleinbau (besonders T/C-Transitionen) durch
die Taq-Polymerase. Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass die Fehlereinbaurate
bei über 30 Zyklen 0,25% beträgt, also 1:400 [Strachan et al., 1996].
Um mögliche Fehlerquellen zu minimieren, wurden soweit wie möglich die Materialien
im Autoklaven sterilisiert. Reagentien wie Puffer und dNTPs wurden auf Vorrat
zubereitet und in kleinen Mengen (Aliquots) aufbewahrt, um das Kontaminationsrisiko
möglichst gering zu halten. Aus dem gleichen Grunde wurde bei der Zubereitung eines
PCR-Ansatzes immer erst im letzten Arbeitsgang die DNA hinzugefügt. Darüber hinaus
wurden die Arbeitsbereiche vor und nach der Amplifizierung räumlich getrennt.
Zusätzlich wurde bei jedem Reaktionsansatz eine H2O-Probe als Negativkontrolle
eingesetzt. Diese Probe durfte kein Amplifikat erzeugen.
4.2. DNA-Digestion
Der Polymorphismus an Position –2549 wurde mittels Restriktions-Fragment-
Längenpolymorphismus (RFLP) untersucht. Ihm liegt ein Basenaustausch von CA
zugrunde. Dieser Basenaustausch liegt in der Erkenungssequenz des Hin 6.1., welches
somit zwar das Wildtypallel (C=110 bp und 71 bp), nicht aber das mutierte Allel (A=
181 bp) schneidet. Nach Durchführung der PCR zur Amplifizierung des 181 bp langen
Genabschnittes wurde die Digestion mit dem Restriktionsenzym angeschlossen. Je nach
Allelverteilung erhielt man ein mutiertes „unverdautes- nicht geschnittenes“ Fragment
entsprechend der ursprünglichen Länge von 181 Basenpaaren, oder zwei „verdaute-
geschnittene“ Fragmente der Länge von 110 und 71 Basenpaaren.
Restriktionsfragmente unterschiedlicher Länge laufen im elektrischen Feld der
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Gelelektrophorese entsprechend ihrer Basenpaarlänge spezifisch weit und können somit
voneinander differenziert werden.
Hin 6.1 schneidet wie die meisten Restriktionsenzyme an „palindromischen
Sequenzen“, d. h. die Schnittstelle liegt asymmetrisch um eine Achse, an der
spiegelbildlich komplementäre einzelsträngige DNA-Abschnitte liegen. Diese stimmen
mit der des gegenüberliegenden Strangs in Gegenrichtung überein [Passarg , 1994]. Hin
6.1 schneidet nur seine spezifische Erkennungssequenz. Somit handelt es sich bei der
DNA-Digestion um eine sehr präzise Methode zur Genotyp-Diagnose. Hierfür wird
vorausgesetzt, dass die komplette Sequenz des zu untersuchenden DNA-Fragmentes
bekannt ist. Daneben muss die Lokalisation der Mutation im vorherig sequenzierten
Fragment exakt bekannt sein [Hinney et al., 1998]. Darüberhinaus muss sichergestellt
werden, dass in dem zu untersuchenden Genabschnit die Schnittstelle bzw. spezifische
Erkennungssequenz des Enzyms nur einmal vorkommt. Bei dem zu untersuchenden
Polymorphismus der Position –2549 des Leptin-Promoters wurden die Primer für das
DNA-Fragment daher so ausgesucht, dass die Erkennungssequenz von Hin 6.1 nur im
Bereich der Mutation einmal auftritt. Zur Erkennung der Fragmentgröße
(Basenpaarlänge) lief in einer Spur der Gelelektrophorese immer ein Basenpaar-Marker
mit. Auswertungsfehler in der Gelelektrophorese wurden dadurch minimiert, dass diese
stets von zwei Personen, unabhängig voneinander, beurteilt wurde. Ebenso wurde die
spätere Dateneingabe in den Computer immer von zwei Personen überprüft.
Unstimmigkeiten in der Auswertung führten dabei dazu, dass die jeweiligen Proben
erneut untersucht wurden.
4.3. SSCA
Der Polymorphismus der Position –1387 verändert weder die Schnittstelle eines
Restriktionsenzyms noch kreiert er eine neue. Daher war in diesem Falle eine
Allelbestimmung mittels DNA-Digestion nicht möglich. Die Einzelstrang-
Konformations-Analyse (SSCA) ist eine sehr empfindliche Methode, um Genvariationen
sichtbar zu machen. Hierbei kommt es aufgrund eines Basenunterschiedes zu einer
Konformationsänderung des zu Einzelsträngen denaturierten DNA-Abschnittes. Dieser
Konformationsunterschied führt zu einer veränderten Laufeigenschaft im
Polyacrylamidgel. Wie sich nach einigen Optimierungsversuchen gezeigt hat, lässt sich
der Polymorphismus der Position –1387 mittels dieser Methode sehr gut darstellen. Um
diese Methode als Screening-Verfahren für ein großes Kollektiv anwenden zu können,
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müssen zuvor homozygote Träger der jeweiligen Allele (hier G/G und A/A) als
Kontrollproben bekannt sein. Dies wurde für die hier beschriebene Untersuchung zuvor
mittels Sequenzierung erreicht [Hinney et al., 1998]. Diese Kontrollproben liefen bei den
Untersuchungen in jedem Gel zum Vergleich mit. Insgesamt ist bei dieser Methode
sorgfältiges Arbeiten sehr wichtig, da nur die zuvor als optimal erarbeiteten Bedingungen
auch auswertbare Gele lieferten. Wie bei der DNA-Digestion wurden auch die
Polyacrylamidgele immer von zwei Personen separat ausgewertet. Ebenso wurde die
Dateneingabe in den Computer von zwei unabhängigen Personen überprüft, um die
Fehlerquote zu minimieren. Bei Unstimmigkeiten wurden auch hier die jeweiligen Proben
nochmals untersucht.
5. Statistische Auswertung
Um eine mögliche Assoziation der Polymorphismen zum Phänotyp der Anorexia nervosa
feststellen zu können, wurden die Allelverteilungen der Patientengruppe und der
untergewichtigen Probandengruppen miteinander verglichen (Fall-Kontrollstudie). Dabei
zeigten sich jedoch für beide Polymorphismen keine signifikanten Unterschiede in den
Allelverteilungen. Folgendes Problem dieser Untersuchungsmethode muss an dieser
Stelle bedacht werden: Die Probanden mit dem Phänotyp der Anorexia nervosa könnten
einer anderen genetischen Untergruppe der Bevölkerung entstammen als die gesunden
untergewichtigen Probanden. Diese unterschiedlichen Bevölkerungsgruppen könnten an
sich schon eine unterschiedliche Häufigkeit für die jeweiligen Allele aufweisen
(Populationsstratifikation oder –schichtung). Zwar ist dies bei den hier verwendeten
Kollektiven eher unwahrscheinlich, da das „Extremkollektiv“ Probanden aus
verschiedenen Teilen Deutschlands enthält und auch die untergewichtigen Studenten der
Universität Marburg aus verschiedenen Teilen Deutschlands stammen. Signifikante
Milieuunterschiede in Alter, sozialer Herkunft und Bildung (nur Studenten) sind jedoch
wahrscheinlich, so dass Stratifikationsprobleme nicht gänzlich auszuschließen sind.
Um diese Probleme zu umgehen, wurde für beide Polymorphismen zusätzlich ein
„Transmission disequilibrium test“ (TDT) durchgeführt. Wie beschrieben, wird dabei
das Problem der Populationsschichtung umgangen, indem nur Trios (betroffener
Proband und seine Eltern) untersucht werden. Informativ sind dabei nur Elternteile, die
für das zu testende Allel heterozygot sind. Es wird bestimmt, wie oft das bestimmte
Allel von den Eltern an das adipöse Kind weitergegeben wird. Wird das bestimmte Allel
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dabei häufiger (oder seltener) weitergegeben als es der Zufall erklären könnte, liegt ein
Transmissionsungleichgewicht vor. Dies wiederum würde bedeuten, dass das Allel mit
dem Phänotyp der betroffenen Probanden (in unserem Fall Anorexia nervosa)
gleichzeitig gekoppelt und assoziiert ist und es möglicherweise sogar einen ursächlichen
Zusammenhang zwischen dem Allel und der Entstehung dieser Krankheit gibt. Für
unsere Untersuchungen ergab der TDT jedoch in beiden Fällen kein
Transmissionsungleichgewicht und bestätigte somit die negativen Ergebnisse der
Assoziationsuntersuchungen.
6. Anorexia nervosa ein genetisch determiniertes Gewichtsextrem?
In der vorgelegten Arbeit wurde der Bogen von klinischen Aspekten der Anorexia
nervosa bis zu molekulargenetischen Befunden gespannt. Dies geschah, indem die
Essstörung von dem Standpunkt einer gestörten Gewichtsregulierung aus betrachtet
wurde. Es wurde versucht die bisherigen Erkenntnisse über die Regelkreise der
Gewichtsregulation und die beteiligten Kadidatengene darzustellen. Ganz offensichtlich
haben molekulargenetische Studien an gewichtsextremen Kollektiven das Verständnis
der physiologischen Gewichtsregulierung erweitert. Die Verknüpfung von klinischen
Fragestellungen mit biochemischen und molekulargenetischen Untersuchungsansätzen
ist eine wichtige Voraussetzung für die weitere Forschung zum Verständnis von
Essstörungen.
Bezüglich des wissenschaftlichen Ansatzes, die Anorexia nervosa als
entgegengesetztes Gewichtsextrem zur Adipositas anzusehen, sollten mehrere
Überlegungen kritisch angemerkt werden.
· Es existieren im Vergleich zur Adipositas keine monogenen Mutationen, die zum
Phänotyp der Anorexia nervosa führen. Darüberhinaus gibt es nur wenig
signifikante Hinweise auf Kopplung zwischen (z.B. hAGRP; [Kink et al., 2001])
funktionellen Kandidatengen- Polymorphismen und dem Phänotyp dieser
Essstörung (siehe 3.4.).
· Sind Versuchsabläufe und Studien, die für das Kollektiv der Adipositas geplant und
anschließend durchgeführt wurden, übertragbar auf das Kollektiv der Patientinnen
mit Anorexia nervosa? Beide Kollektive divergieren erheblich in ihren
psychopathologischen Eigenschaften und Krankheitsverläufen.
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· Es bleibt zu klären, ob die reduzierte Nahrungsaufnahme und Appetitlosigkeit als
ursächlich oder (sekundär) als psychopathologische Folge dieser Krankheit
anzusehen sind.
Es wird deutlich, dass das Krankheitsbild der Anorexia nervosa von zahlreichen
Variablen (multifaktoriell) beeinflusst und geprägt wird. Biologische
Pathomechanismen in der Gewichtsregulation scheinen in Gestalt von genetischen
Prädispositionen an dem Auftreten und der Ausprägung beteiligt zu sein. Bekannte und
bisher unbekannte Neurotransmitter könnten im Wechselspiel zwischen Hunger und
Sättigung eine pathologische Gewichtsregulation verursachen. Eine Konstellation von
psychopathologischen Verhaltensmustern, genetischer Disposition und
endokrinologischen Veränderungen (wie z.B. in der Pubertät) könnte den
Krankheitsausbruch triggern.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der wissenschaftliche Ansatz die
Anorexia nervosa auch als fehlerhafte adaptive Gewichtsregulation zu verstehen, sich
bislang auf molekulargenetischer Ebene als nicht fruchtbar erwiesen hat. Dennoch ist zu
wünschen, dass zukünftige molekulargenetische Studien durch ihre Ergebnisse das
Verständnis der komplexen Regulation des Körpergewichtes erweitern. Hierdurch
könnten sich für Patienten mit Essstörungen neue klinische Therapiekonzepte eröffnen.
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